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RESUMO 
 
 Diversas evidências sugerem um envolvimento do sistema colinérgico 
muscarínico na modulação dos processos de memória em tarefas 
aversivamente motivadas. Estudos mostram prejuízo de memória em ratos 
submetidos à tarefa de condicionamento de medo ao contexto quando da 
administração de diciclomina (antagonista seletivo para receptores 
muscarínicos M1) nas doses de 16 e 32 mg/kg antes do teste, realizado 1 dia 
após o treino, sugerindo atuação desses receptores no processo de evocação 
da memória recente da tarefa. As mesmas doses de diciclomina não 
produziram efeito sobre o condicionamento de medo ao som nem sobre a 
esquiva inibitória. Uma vez que à evocação da memória recente e remota são 
atribuídos diferentes substratos neurobiológicos, não se é conhecido o efeito 
da diciclomina após longo intervalo de tempo da realização do treino. O 
presente trabalho teve por objetivos, portanto, investigar os efeitos da 
administração pré-teste de diciclomina sobre a evocação da memória recente 
e remota do condicionamento de medo e da esquiva inibitória e identificar, 
através da análise imuno-histoquímica de Fos (método amplamente 
empregado no mapeamento funcional da atividade cerebral), as estruturas 
envolvidas nesse processo. 
Ratos Wistar machos de 3 a 4 meses de idade foram treinados e, 
após um intervalo de 1 dia (memória recente) ou 28 dias (memória remota), 
injetados com diciclomina (16 ou 32 mg/kg, ip) e testados nas tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto, condicionamento de medo ao som e 
esquiva inibitória. 
A administração da droga na dose de 32 mg/kg provocou prejuízo na 
evocação das memórias recente e remota do condicionamento ao contexto e 
na evocação da memória remota do condicionamento ao som, sem interferir 
com a esquiva inibitória em nenhum dos intervalos estudados. Esses 
resultados revelam que a modulação exercida pelos receptores M1 sobre o 
processo de evocação é distinta para essas tarefas, sugerindo que sejam 
mediadas por diferentes mecanismos neuroquímicos. 
O mapeamento da expressão de Fos nos animais submetidos ao 
condicionamento de medo ao contexto revelou aumento do número de 
células Fos-positivas nos córtices pré-límbico e infra-límbico e na divisão 
lateral do núcleo central da amígdala dos animais testados 28 dias após o 
condicionamento. Além disso, verificou-se maior expressão de Fos no 
núcleo basolateral da amígdala dos grupos condicionados que receberam 
salina em relação àqueles tratados com a droga. Essa diferença pode estar 
associada ao efeito amnésico sobre a tarefa. Observou-se, também, 
aumento da expressão de Fos nos núcleos central da amígdala, supra-óptico 
e paraventricular do hipotálamo, órgão subfornical, locus coeruleus, núcleo 
do trato solitário e área postrema dos animais tratados com diciclomina. 
Todavia, tais alterações parecem estar associadas a modificações de caráter 
autonômico. 
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ABSTRACT 
 
Previous studies indicate the involvement of the muscarinic cholinergic 
system in the modulation of memory processes in aversively motivated tasks. 
In addition, other studies on memory impairment in rats subjected to contextual 
fear conditioning after administration of dicyclomine, a selective M1 muscarinic 
receptor antagonist, at doses of 16 and 32 mg/kg prior to testing (carried out 1 
day after the training session) suggested that these receptors play a role in 
recent memory retrieval. The same doses of dicyclomine had no effect on 
auditory fear conditioning and on inhibitory avoidance. Considering that the 
retrieval of recent and remote memories are attributed to distinct 
neurobiological substrates, the effect of dicyclomine long after the completion 
of training is unknown. Therefore, the present study aimed to investigate the 
effects of pre-test administration of dicyclomine on the recent and remote 
memory retrieval of contextual fear conditioning and inhibitory avoidance, 
and identify the structures involved in this process via immunohistochemical 
analysis of Fos, which is a method widely used in the functional mapping of 
brain activity. 
Wistar male rats aged 3–4 months were trained. After an interval of 1 
day (recent memory) or 28 days (remote memory), the rats received an 
intraperitoneal injection of dicyclomine (16 or 32 mg/kg) and then were tested 
in contextual fear conditioning, auditory fear conditioning, or inhibitory 
avoidance tasks. 
Dicyclomine administration at a dose of 32 mg/kg compromised the 
recent and remote memory retrieval of contextual fear conditioning and the 
remote memory retrieval of auditory fear conditioning. However, the drug did 
not affect inhibitory avoidance in any of the time intervals evaluated. These 
results indicated that the effect of modulation of the M1 receptor on memory 
retrieval was distinct for the tasks evaluated, suggesting that these processes 
were mediated by different neurochemical mechanisms. 
Mapping of Fos expression in animals submitted to contextual fear 
conditioning revealed an increase in the number of Fos-positive cells in the 
pre-limbic and infra-limbic cortices and in the lateral division of the central 
nucleus of the amygdala of animals tested 28 days after conditioning. In 
addition, Fos expression increased in the basolateral nucleus of the 
amygdala of the conditioned groups injected with saline compared with those 
treated with the drug. This difference may be associated with the amnesic 
effect on the task. Moreover, we observed an increase in Fos expression in 
the central nucleus of the amygdala, supraoptic nucleus, paraventricular 
nucleus of the hypothalamus, subfornical organ, locus coeruleus, nucleus of 
the solitary tract, and area postrema of the dicyclomine-treated animals. 
However, this modulation in Fos expression appears to be associated with 
autonomic changes. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 “Chegarei assim diante dos campos, dos vastos palácios da memória, 
onde estão os tesouros de inúmeras imagens trazidas por percepções de 
toda a espécie. Lá também estão armazenados todos os nossos 
pensamentos, quer aumentando, quer diminuindo, ou até alterando de algum 
modo o que nossos sentidos apanharam, e tudo o que aí depositamos, se 
ainda não foi sepultado ou absorvido no esquecimento.” 
Confissões, de Santo Agostinho. 
 
 A memória nos possibilita recordar fatos, eventos, ações, 
pensamentos, sentimentos e uma infinidade de coisas que nossos sentidos 
captaram diante do tempo. Essa coletânea de lembranças é única. A 
memória nos confere individualidade. Nesse exato momento faço uso dela; 
assim como você, que a utiliza não apenas na leitura, mas na avaliação e 
assimilação do que aqui é proposto. Claro, não se trata de uma 
representação fiel e estática, como uma pintura detalhada. Muito pelo 
contrário, a memória desvanece, e se altera. Ainda assim, permite que 
conectemos o passado ao presente e sejamos capazes de estruturar o 
futuro. 
Na mitologia grega, Mnemósine, filha de Urano (Céu) e Gaia (Terra), 
é a deusa da memória e mãe das nove Musas que inspiram e protegem as 
Artes e a História (KURY, 2003). Era a divindade capaz de preservar os
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feitos heroicos do esquecimento, tornando-os memoráveis e, em última 
análise, conferindo-lhes imortalidade (CHAUI, 1995). Se por um lado a 
temática não é nova; por outro, o tempo não lhe tirou a importância. 
A memória compreende o conjunto de processos que permitem a 
aquisição, a consolidação e a evocação de informações (KANDEL; 
PITTENGER, 1999). Pode ser considerada uma das estratégias adaptativas 
mais bem sucedidas, uma vez que possibilita, em momentos decisivos, a 
utilização de informações previamente adquiridas (SZAPIRO et al., 2002). 
Sua notável conservação ao longo da escala filogenética revela o importante 
papel que exerce em termos de sobrevivência. 
Durante a evolução, os organismos vivos obtiveram alguns meios de 
detectar o valor adaptativo de seus comportamentos (FRISTON et al., 1994). 
Nesse sentido, as emoções podem ser consideradas indicadores de valor, 
capazes de classificar no ambiente quais eventos são mais (ou menos) 
desejáveis. E tão importante quanto identificar o valor dessas ocorrências é 
facilitar sua lembrança ao se deparar com situações semelhantes (DOLAN, 
2002). De acordo com William James (1890), filósofo e psicólogo americano 
considerado um dos fundadores da psicologia moderna, “uma impressão 
pode ser tão emocionalmente excitante quanto quase capaz de deixar uma 
cicatriz nos tecidos cerebrais”.  De fato, as emoções exercem grande 
influência sobre a memória (LABAR; CABEZA, 2006). Experiências que 
possuem conteúdo emocional possuem maior vivacidade e persistência, 
sendo rapidamente adquiridas e por muito tempo recordadas (LEDOUX, 
2000). 
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 Um dos modelos de estudo mais amplamente empregado na 
investigação do aprendizado emocional (e que apresenta mecanismos 
neurobiológicos bastante conservados entre espécies) é o condicionamento 
Pavloviano ou clássico (para uma revisão ver FENDT; FANSELOW, 1999; 
ver também KIM; JUNG, 2006). Esse trata dos comportamentos que são 
provocados automaticamente por uma associação entre um estímulo neutro 
e uma resposta reflexa, de modo que a presença de tal estímulo passe a 
provocar a resposta. 
Uma das formas de condicionamento Pavloviano que recebeu 
atenção considerável nas últimas décadas é o condicionamento de medo. 
De modo simplificado, o condicionamento de medo Pavloviano envolve o 
aprendizado de que certo estímulo ambiental prediz um evento aversivo. 
Nele, um discreto estímulo condicionado (geralmente um som) é pareado 
com um estímulo aversivo incondicionado (usualmente um choque nas 
patas) em um determinado contexto. Após o pareamento, o animal 
apresenta resposta de medo tanto ao som quanto ao contexto de 
treinamento (BOUTON; BOLLES, 1980; LEDOUX, 2000). 
Em ratos, os indicadores de medo condicionado incluem: aumento de 
reflexos musculares (por exemplo, resposta de sobressalto) (DAVIS, 1986); 
vocalização ultrassônica de 22 kHz (PORTFORS, 2007); analgesia 
(HELMSTETTER, 1992); alterações autonômicas (por exemplo, modificação 
da frequência respiratória, cardíaca e da pressão arterial) (IWATA; LEDOUX, 
1988; RESSTEL et al., 2006); alterações neuroendócrinas (como liberação 
de hormônio adrenocorticotrófico e corticosterona) (GUIJARRO et al., 2007) 
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e resposta comportamental de congelamento ou freezing, durante a qual o 
animal apresenta apenas movimentos cardiorrespiratórios (BLANCHARD; 
BLANCHARD, 1969; LEE; DICKINSON; EVERITT, 2005). Na tarefa de 
condicionamento de medo, usualmente utiliza-se a resposta de 
congelamento como parâmetro para avaliação de desempenho. 
 Outro paradigma comportamental extensamente empregado no 
estudo da neurobiologia da memória associada a eventos emocionais é a 
esquiva inibitória ou passiva (MCGAUGH, 2004). Nessa tarefa, o animal é 
punido por uma resposta, como passar do compartimento claro para o 
escuro no aparelho de esquiva (step-through); ou descer de uma plataforma 
(step-down), aprendendo a inibir esse comportamento. À semelhança do 
condicionamento de medo, o animal é submetido a uma experiência aversiva 
(choque nas patas) em um determinado contexto. Entretanto, nesse caso, o 
choque é aplicado após a resposta do animal (entrar em um compartimento 
ou descer de uma plataforma), podendo agir como uma punição, elemento 
característico do condicionamento operante ou instrumental. Ao invés de 
tempo de congelamento, o parâmetro utilizado como medida de 
desempenho nessa tarefa é a latência, ou seja, o tempo que o animal leva 
para emitir a resposta. Outra diferença importante em relação ao 
condicionamento de medo reside no fato de o animal ter a oportunidade de 
evitar o ambiente no qual ocorreu a experiência aversiva. 
O condicionamento de medo e a esquiva inibitória são modelos 
comportamentais baseados em uma forma de aprendizagem associativa, 
adquirida em uma única sessão de treino e que se mantém relativamente 
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estável ao longo do tempo. Trata-se de importantes ferramentas para a 
investigação dos mecanismos anatômicos e funcionais subjacentes ao 
aprendizado emocional. 
Com o intuito de se investigar a circuitaria neural envolvida com o 
condicionamento clássico de medo, estudos empregando lesões foram de 
grande valor, revelando a importância da integridade de determinadas 
estruturas para a execução das tarefas. Mostrou-se que lesões no 
hipocampo de ratos interferem com o condicionamento de medo ao 
contexto, mas não com o condicionamento ao som; ao passo que lesões na 
amígdala interferem com ambas as respostas de condicionamento 
(PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Dessa forma, enquanto a amígdala estaria 
envolvida tanto com as respostas provocadas por estímulos simples, de 
modalidade específica (no caso, o som), quanto por estímulos complexos, 
polimodais (o contexto), o hipocampo se relacionaria apenas com o 
condicionamento de medo que envolvesse estímulos complexos. 
Por sua vez, a esquiva inibitória também está sujeita a interferências 
por lesões na amígdala (GROSSMAN; GROSSMAN; WALSH, 1975), no 
hipocampo (MARTINEZ et al., 2002) e no estriado dorsal (WINOCUR; 
MILLS, 1969). Considerando as similaridades existentes entre o 
condicionamento de medo e a esquiva inibitória, é coerente que o substrato 
neural envolvido na execução de ambas seja, em parte, semelhante. 
Entretanto, devido às diferenças existentes entre as tarefas, o mecanismo 
neural mostra-se distinto.  A integridade da amígdala é necessária e parece 
mediar a associação entre os estímulos presentes no condicionamento de 
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medo, mas não é essencial para a associação entre o estímulo e a resposta 
presentes no aprendizado instrumental (MAREN, 2003). Já a integridade do 
hipocampo também é necessária à esquiva inibitória e relaciona-se à 
formação de uma representação contextual (ROESLER et al., 2003). 
Entretanto, mesmo no condicionamento de medo ao contexto o 
hipocampo possui um papel tempo-dependente. Kim e Fanselow (1992) 
verificaram que ratos submetidos à lesão de hipocampo 1 dia após o 
condicionamento não apresentaram resposta de medo ao contexto. Todavia, 
os animais nos quais as lesões foram produzidas 7 e 14 dias após o treino 
apresentaram significativa retenção da memória. Já lesões produzidas 28 
dias após o treino não prejudicaram a resposta de medo. Por sua vez, 
nenhuma das lesões provocou interferência com a resposta de 
condicionamento de medo ao som. Anagnostaras e colaboradores (1999) 
mostraram, com outro desenho experimental, severo prejuízo de memória de 
medo a um contexto recente em ratos com lesão na porção dorsal do 
hipocampo, e nenhum déficit na memória de medo a um contexto remoto. 
Da mesma forma, os animais não apresentaram qualquer prejuízo de 
desempenho no condicionamento ao som. Esse mesmo padrão de amnésia 
retrógrada temporalmente graduada pode ser observado em pacientes com 
lesão da formação hipocampal (SCOVILLE; MILNER, 1957; REMPEL-
CLOWER et al., 1996). Uma das hipóteses para esses dados é de uma 
possível função transitória do hipocampo no armazenamento da memória, 
de modo que essa estrutura teria importância no processamento de 
memórias recentes e, conforme ocorresse o processo de consolidação, 
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outras regiões tornar-se-iam responsáveis pelo processamento dessas 
memórias, como o córtex cerebral (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). 
Apesar disso, outros trabalhos com lesões da formação hipocampal 
apresentam resultados conflitantes com essa hipótese, sugerindo um papel 
essencial e permanente para o hipocampo, inclusive durante o 
processamento de memórias remotas no condicionamento de medo ao 
contexto (SUTHERLAND; O'BRIEN; LEHMANN, 2008; BROADBENT; 
CLARK, 2013; SPARKS et al., 2013). 
Estudos empregando lesões de estruturas cerebrais com elevada 
inervação colinérgica, através do uso de diferentes neurotoxinas, mostraram 
o importante papel que esse sistema de neurotransmissão exerce sobre a 
modulação dos processos de memória, uma vez que a diminuição nos níveis 
extracelulares de acetilcolina (ACh) é acompanhada de redução de 
desempenho nos paradigmas comportamentais. A administração de AF64A, 
uma neurotoxina colinérgica pré-sináptica, provocou hipofunção colinérgica 
no córtex e hipocampo e prejudicou a tarefa de esquiva inibitória em ratos 
(MOUTON et al., 1988). Lesões no núcleo basal magnocelular (nBM) de 
ratos induziram decréscimo na liberação cortical de ACh, associado a 
prejuízo de resposta à tarefa de esquiva inibitória (LO CONTE et al., 1982; 
FLICKER et al., 1983; LOPEZ-GARCIA et al., 1993). Power e McGaugh 
(2002) mostraram que lesões unilaterais no nBM produzidas por ácido ftálico 
provocaram significativo prejuízo no desempenho de ratos na esquiva 
inibitória, que pôde ser atenuado pela infusão ipsilateral de agonistas 
colinérgicos na amígdala. Além disso, lesões da projeção septohipocampal 
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produzidas com AMPA prejudicaram o desempenho de ratos em uma tarefa 
de condicionamento de medo (MCALONAN et al., 1995). Estudos 
comportamentais executados com injeções intracerebroventriculares (icv) de 
192 IgG-saporin (imunotoxina que causa quase completa deaferenciação 
colinérgica do córtex e hipocampo e diminuição significativa da liberação de 
ACh nessas estruturas) mostram prejuízo de desempenho na esquiva 
inibitória em ratos (WILEY et al., 1995; ZHANG et al., 1996). Lesões 
provocadas com essa imunotoxina causaram diminuição da vocalização 
ultrassônica de 22 kHz induzida pelo condicionamento de medo. Todavia, 
não foram observados efeitos sobre o tempo de congelamento dos animais, 
tanto ao contexto quanto ao som (FRICK; KIM; BAXTER, 2004). Verifica-se 
que apenas lesões muito extensas produzidas por essa droga, envolvendo 
mais do que 75% - 85% dos neurônios colinérgicos, prejudicam 
significativamente a execução de tarefas que avaliam o aprendizado e a 
memória (para uma revisão ver WRENN; WILEY, 1998). Por sua vez, células 
produtoras de acetilcolina implantadas em regiões do córtex e hipocampo de 
ratos idosos foram capazes de melhorar o déficit cognitivo relacionado à 
idade em tarefa de aprendizado espacial (DICKINSON-ANSON et al., 2003). 
A liberação de ACh no hipocampo e neocórtex de ratos em 
decorrência a estímulos relevantes e que produzem alerta, como novidade e 
medo condicionado, também indicam um envolvimento do sistema 
colinérgico com os processos de atenção, aprendizagem e memória 
(ACQUAS; WILSON; FIBIGER, 1996). Nail-Boucherie e colaboradores 
(2000) mostraram que tanto animais condicionados quanto apenas expostos 
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ao contexto (grupo controle) apresentaram aumento nos níveis 
extracelulares de ACh no hipocampo durante a sessão de treino no 
condicionamento de medo ao contexto. Entretanto, durante a sessão de 
teste, observaram aumento significativo da liberação desse 
neurotransmissor no grupo condicionado em relação ao controle, revelando 
o papel da transmissão colinérgica hipocampal no processamento de 
estímulos contextuais. 
As ações no sistema colinérgico são mediadas por receptores 
nicotínicos e muscarínicos. Tal classificação, originada a partir dos trabalhos 
de Dale (1914), baseia-se nas atividades desencadeadas por receptores 
capazes de se ligar à nicotina e à muscarina, respectivamente. Diversos 
estudos avaliaram o efeito de manipulações farmacológicas em receptores 
colinérgicos nicotínicos sobre as tarefas de esquiva inibitória (DECKER; 
MAJCHRZAK, 1993; DECKER; MAJCHRZAK; ARNERIC, 1993; MARTI 
BARROS et al., 2004) e condicionamento de medo (GOULD; WEHNER, 
1999; KENNEY; GOULD, 2008; KENNEY; RAYBUCK; GOULD, 2012). 
Entretanto, os receptores colinérgicos muscarínicos são os de maior 
interesse para o presente trabalho. 
Os receptores colinérgicos muscarínicos modulam a atividade do 
Sistema Nervoso Central e possuem diversas funções fisiológicas como, por 
exemplo, controle motor, regulação da temperatura, regulação 
cardiovascular e memória. Cinco subtipos de receptores muscarínicos (M1-
M5) foram descritos (CAULFIELD; BIRDSALL, 1998). Esses são 
glicoproteínas que possuem como característica estrutural sete domínios 
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transmembranas e acoplamento à proteína G. Os receptores de numeração 
ímpar (M1, M3, M5) exercem sua atividade pela via do fosfato de inositol, ao 
passo que os de numeração par (M2 e M4) atuam inibindo a adenilato 
ciclase e, consequentemente, reduzindo o AMP cíclico intracelular (RANG et 
al., 2008). Diversos efeitos fisiológicos e comportamentais mediados por 
receptores muscarínicos foram identificados (PICCIOTTO; HIGLEY; 
MINEUR, 2012). Entretanto, devido a sua complexa farmacologia, as 
funções neurais dos receptores M1 a M5 não são completamente 
conhecidas. 
Como o condicionamento de medo e a esquiva inibitória são 
paradigmas comportamentais rapidamente aprendidos, necessitando apenas 
uma única sessão de treino, possibilitam a investigação dos mecanismos 
neurais das diferentes fases do processo de memória e aprendizado com 
considerável resolução temporal (TINSLEY; QUINN; FANSELOW, 2004). 
Durante a sessão de treino, têm-se a fase de aquisição da memória, na qual 
o animal aprende uma associação entre os estímulos. À aquisição sucede-
se a consolidação, durante a qual essa memória modifica-se para um estado 
mais fixo (e menos vulnerável a interferências). Por sua vez, na sessão de 
teste têm-se a evocação, onde é apresentado ao animal o estímulo 
condicionado (som ou contexto do treino) e a memória associada ao 
estímulo incondicionado (choque) é acessada (ABEL; LATTAL, 2001). 
Assim, o condicionamento de medo e a esquiva inibitória possibilitam avaliar 
os efeitos de administrações farmacológicas sobre essas diferentes fases da 
memória com relativa facilidade. Enquanto manipulações pré-treino atuam 
Introdução 11 
 
 
sobre os processos de aquisição e consolidação; manipulações pós-treino 
(dependendo do intervalo de tempo entre as sessões de treino e teste e da 
meia-vida da droga) atuam apenas sobre a consolidação. Quando a 
administração é realizada pré-teste, pode-se interferir com a evocação ou 
com a expressão da resposta (WHITE et al., 1998). 
Assim como as lesões de neurônios colinérgicos, trabalhos 
empregando manipulações farmacológicas sugerem prejuízo de memória 
quando da utilização de antagonistas de receptores muscarínicos. A 
administração pré-treino de escopolamina (antagonista muscarínico não 
seletivo) prejudicou a aquisição no condicionamento de medo ao contexto 
sem afetar o condicionamento de medo ao som quando ministrada de forma 
sistêmica (ANAGNOSTARAS; MAREN; FANSELOW, 1995) ou 
intrahipocampal (GALE; ANAGNOSTARAS; FANSELOW, 2001; 
WALLENSTEIN; VAGO, 2001); contudo, resultados conflitantes são 
encontrados (YOUNG; BOHENEK; FANSELOW, 1995; RUDY, 1996). 
Quando administrada de forma sistêmica pós-treino, não provocou efeito 
sobre o processo de consolidação em ambos os condicionamentos 
(ANAGNOSTARAS; MAREN; FANSELOW, 1995; ANAGNOSTARAS et al., 
1999). No entanto, nesse caso também são encontrados resultados 
contraditórios que indicam efeito tanto sobre a consolidação do 
condicionamento de medo ao contexto (RUDY, 1996; WALLENSTEIN; 
VAGO, 2001; BUCHERELLI et al., 2006) quanto sobre a do condicionamento 
ao som (YOUNG; BOHENEK; FANSELOW, 1995; RUDY, 1996). 
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Assim como no condicionamento de medo, a administração de 
antagonistas muscarínicos, como escopolamina, também promovem 
prejuízo de desempenho na esquiva inibitória. A administração pré-treino de 
escopolamina produz prejuízo na aquisição da esquiva inibitória (MEYERS, 
1965; ELROD; BUCCAFUSCO, 1988; ANGLADE et al., 1994; QUIRARTE et 
al., 1994; MISANE; OGREN, 2003). À semelhança do condicionamento de 
medo, quando administrada pós-treino, resultados inconsistentes são 
encontrados, alguns estudos indicando prejuízo na consolidação (DURAN-
AREVALO; CRUZ-MORALES; PRADO-ALCALA, 1990; IZQUIERDO et al., 
1992; ROLDAN et al., 1997) enquanto outros não encontram diferença 
significativa (MEYERS, 1965; ELROD; BUCCAFUSCO, 1988; ANGLADE et 
al., 1994; QUIRARTE et al., 1994). Atribui-se essas diferenças a variações 
com relação às doses, via de administração, intensidades e frequências de 
choque ou idade e linhagem de animais utilizados. Com relação à evocação, 
a administração pré-teste de escopolamina não prejudica o desempenho de 
ratos na esquiva inibitória (ELROD; BUCCAFUSCO, 1988; ROLDAN et al., 
2001). 
Os estudos acima citados sugerem uma influência do sistema 
colinérgico muscarínico sobre o condicionamento de medo e a esquiva 
inibitória. No entanto, devido à falta de seletividade da escopolamina, não é 
possível inferir quais subtipos de receptores muscarínicos estão diretamente 
envolvidos com essas tarefas. Dentre eles, o mais estudado e associado aos 
processos de memória e aprendizagem é o do subtipo M1. Trata-se do 
receptor muscarínico mais abundante no prosencéfalo e hipocampo de ratos 
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(LEVEY et al., 1991; WEI et al., 1994). Colocaliza-se com receptores NMDA 
em neurônios piramidais hipocampais, e sua co-ativação resulta em 
amplificação de corrente através desse subtipo de receptor de glutamato 
(MARINO et al., 1998). Figueiredo e colaboradores (2004) sugerem 
interação entre os sistemas glutamatérgico e colinérgico e que o receptor M1 
esteja envolvido na mediação de ambos durante os processos de 
aprendizagem e memória hipocampo-dependentes (FIGUEREDO et al., 
2008). Em outro estudo, observou-se que o receptor M1 é necessário para 
ativação muscarínica da MAP kinase (HAMILTON; NATHANSON, 2001), 
evento relevante para a plasticidade sináptica, o aprendizado e a memória. 
Por sua vez, Shinoe e colaboradores (2005) sugerem que a liberação 
fisiológica de ACh modula a plasticidade sináptica hipocampal através da 
ativação de receptores M1. 
Com relação à atuação dos receptores muscarínicos M1 nos 
processos de memórias aversivamente motivadas, Fornari e colaboradores 
(2000) mostraram que a administração pré-treino de diciclomina 16 mg/kg 
(também conhecida como dicicloverina), um antagonista seletivo 
muscarínico M1 com alta afinidade para receptores neuronais (GIACHETTI 
et al., 1986), prejudicou o desempenho de ratos nas tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e esquiva inibitória. Porém, nem a 
maior dose utilizada (64 mg/kg) foi capaz de influenciar a tarefa de 
condicionamento de medo ao som, sugerindo que essa droga possui efeito 
em tarefas conhecidamente dependentes da integridade hipocampal 
(condicionamento de medo ao contexto e esquiva inibitória), sem prejudicar 
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o desempenho em tarefa similar mas independente da integridade 
hipocampal (condicionamento de medo ao som). Posteriormente, Soares e 
colaboradores (2006) observaram que a diciclomina não afeta a 
consolidação nem no condicionamento ao contexto, nem na esquiva 
inibitória, mostrando envolvimento específico desses receptores no processo 
de aquisição das tarefas. 
Mais especificamente acerca da influência dos receptores M1 no 
processo de evocação do condicionamento de medo ao contexto, Soares e 
colaboradores (2006) inferem uma possível relação entre estes, visto que a 
administração pré-teste de diciclomina 32 mg/kg provocou prejuízo de 
desempenho na tarefa. Em outro estudo realizado por nosso grupo, no qual 
se investigou o efeito da diciclomina sobre a evocação da memória 
emocional em ratos, mostrou-se que a administração pré-teste dessa droga 
na dose de 16 mg/kg também produziu efeito amnésico sobre o 
condicionamento ao contexto, ratificando a atuação dos receptores 
muscarínicos do subtipo M1 no processo de evocação dessa tarefa. 
Entretanto, quando administrada pré-teste e nas mesmas doses, a 
diciclomina não provocou efeito amnésico nem sobre o condicionamento ao 
som nem sobre a esquiva inibitória. Portanto, esse antagonista para 
receptores muscarínicos do subtipo M1 afetou de maneira diferente a 
evocação de paradigmas aversivamente motivados, apresentando 
especificidade pelo condicionamento de medo ao contexto. Entretanto, 
esses resultados foram obtidos com um intervalo entre treino e teste de 
apenas 1 dia. O que ocorreria se o teste fosse realizado 28 dias após o 
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treino, quando a circuitaria neural envolvida com a evocação da memória 
aversiva é diferente e, supostamente, não depende mais da integridade da 
formação hipocampal? 
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2. OBJETIVO – PARTE I 
 
Investigar os efeitos da administração pré-teste de diciclomina 16 e 32 
mg/kg sobre a evocação da memória recente (1 dia) e remota (28 dias) das 
tarefas de condicionamento de medo ao contexto, condicionamento de medo 
ao som e esquiva inibitória. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS – PARTE I 
 
3.1. Animais 
Foram utilizados ratos Wistar machos, de 3 a 4 meses de idade, 
provenientes do biotério do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da UNIFESP. Os 
animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 
2ºC) e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (fase clara com início às 07h00), 
com água e ração ad libitum. Todos os procedimentos comportamentais 
foram conduzidos durante a fase clara do ciclo. 
 
3.2. Droga 
Cloridrato de diciclomina (Sigma) foi dissolvido em solução salina 
0,9% e injetado por via intraperitoneal (ip) em um volume de 1 ml/kg. As 
doses utilizadas foram de 16 e 32 mg/kg. A droga foi preparada no dia do 
teste e mantida em banho-maria a 30ºC para evitar precipitação do sal. Os 
animais do grupo controle receberam solução salina 0,9%. 
 
3.3. Aparelhos 
O aparelho de esquiva foi utilizado tanto para o condicionamento de 
medo quanto para a tarefa de esquiva inibitória. Esse aparelho consiste em 
duas caixas acrílicas, ambas medindo 22 x 21 x 22 cm, conectadas por uma 
porta guilhotina. As paredes da caixa ou compartimento seguro são brancas, 
compondo um ambiente claro; enquanto que o outro compartimento, onde os 
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animais receberam os choques, é formado por paredes pretas, compondo 
um ambiente escuro. A tampa do aparelho é de acrílico transparente e cobre 
os dois compartimentos. A base é formada por grades metálicas (cada grade 
medindo 0,4 cm de diâmetro e distantes 1,2 cm uma da outra) conectadas a 
um gerador de choque elétrico (AVS – Projetos Especiais) que produz uma 
corrente elétrica, ocasionando um choque nas patas do animal. 
Para o teste de condicionamento de medo ao som foi utilizada uma 
câmara de teste, que consiste em um recipiente cilíndrico, branco, cujas 
medidas são de 35 cm de diâmetro da base e 60 cm de altura. Cada 
aparelho foi mantido em uma sala diferente. Uma campainha colocada do 
lado de fora do aparelho de esquiva inibitória ou da câmara de teste 
produziu um som de 60 dB, que foi utilizado como estímulo condicionado. 
 
3.4. Procedimentos comportamentais 
Cada procedimento comportamental foi conduzido em diferentes 
grupos, controles e experimentais. Um esquema do delineamento 
experimental geral utilizado nos diferentes paradigmas comportamentais 
encontra-se na figura abaixo. 
 
 
 
 
 
 
  Manipulação               Treino              Teste  
Injeção (ip) salina 0,9% 
ou 
diciclomina (16 ou 32 mg/kg) 
30 min 
1 dia 
ou 
28 dias 
5 dias 
Figura 1. Delineamento experimental geral utilizado nos paradigmas 
comportamentais. 
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3.4.1. Manipulação 
Anteriormente à realização dos procedimentos comportamentais, os 
animais foram individualmente manipulados pelo experimentador, por um 
período de 5 dias, para habituação aos procedimentos gerais utilizados 
durante as sessões de treino e teste dos diferentes paradigmas 
comportamentais. Em cada dia, os animais foram removidos de suas caixas 
e individualmente manipulados por 2 a 3 minutos no biotério. Após o período 
de manipulação, foi realizado o treino dos animais nas respectivas tarefas. 
 
3.4.2. Condicionamento de medo ao contexto 
A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada em 
dois dias. No primeiro dia (treino), cada animal foi colocado diretamente no 
compartimento escuro do aparelho de esquiva, com a porta que dá acesso 
ao compartimento claro fechada e, após dois minutos, recebeu cinco 
choques nas patas (estímulo incondicionado) a intervalos de 30 segundos, 
com intensidade de 0,6 mA e um segundo de duração. Um minuto após o 
último choque, os animais foram retirados do aparelho. O teste de 
condicionamento ao contexto foi realizado 1 ou 28 dias após o treino, em 
diferentes grupos. No dia do teste, os animais foram divididos em três 
grupos (n = 8-12 por grupo) que receberam tratamento farmacológico com 
salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg). Trinta minutos após a injeção, 
cada animal foi colocado no mesmo contexto do treino, isto é, diretamente 
no compartimento escuro do aparelho de esquiva. A porta que dá acesso ao 
compartimento claro permaneceu fechada e não foram apresentados 
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choques nas patas. O tempo de congelamento ou freezing – definido como 
completa imobilidade do corpo do animal, sem presença de movimentos de 
vibrissas e farejamentos (BOUTON; BOLLES, 1980) – foi registrado de 
forma contínua, minuto a minuto, por um período de cinco minutos. 
 
3.4.3. Condicionamento de medo ao som 
Foi realizado também em dois dias. No primeiro dia (treino), cada 
animal foi colocado diretamente no compartimento escuro do aparelho de 
esquiva, com a porta que dá acesso ao compartimento claro fechada e, após 
dois minutos, um som (estímulo condicionado) de 60 dB soou por 5 
segundos, sendo que no último segundo foi dado um choque nas patas de 
0,6 mA de intensidade e um segundo de duração (estímulo incondicionado), 
que terminou junto com o som. O pareamento som-choque foi repetido cinco 
vezes, com um intervalo de 30 segundos entre cada apresentação. Um 
minuto após o último choque, os animais foram retirados do aparelho. O 
teste de condicionamento ao som foi realizado 1 ou 28 dias após o treino, 
em diferentes grupos. No dia do teste, os animais foram divididos em três 
grupos (n = 9-12 por grupo) que receberam tratamento farmacológico com 
salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg). Trinta minutos após a injeção, 
cada animal foi colocado na câmara de condicionamento (novo contexto) 
onde permaneceu por 5 minutos. Ao final do segundo minuto de exposição 
ao aparelho, o estímulo condicionado foi apresentado cinco vezes com 
intervalos de 30 segundos. O tempo de congelamento ou freezing foi medido 
de forma contínua, minuto a minuto, durante os dois minutos iniciais (antes 
do som) e nos três minutos finais (após iniciar-se o primeiro som). 
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3.4.4. Esquiva inibitória 
No dia do treino, cada animal foi colocado dentro do compartimento 
claro (seguro) do aparelho de esquiva, com a porta que dá acesso ao 
compartimento escuro fechada. Após 10 segundos, a porta foi aberta. Assim 
que o animal entrou com as quatro patas no compartimento de choque, a 
porta foi fechada novamente e foram dados cinco choques nas patas com 
intensidade de 0,6 mA e um segundo de duração, a intervalos de 30 
segundo. O tempo (latência) que o animal levou para passar com as quatro 
patas ao compartimento de choque foi registrado. Trinta segundos após o 
último choque, os animais foram retirados do aparelho. O teste foi realizado 
1 ou 28 dias após o treino. No dia do teste, os animais foram divididos em 
três grupos (n = 11-12 por grupo), que receberam tratamento farmacológico 
com salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg). Trinta minutos após a 
injeção, cada animal foi colocado novamente no compartimento claro do 
aparelho de esquiva. Após 10 segundos, a porta foi aberta; e o tempo que o 
animal levou para passar com as quatro patas ao compartimento escuro, 
registrado (latência do teste). Nos casos em que o animal não atravessou a 
porta dentro de 300 segundos, foi retirado do aparelho e uma latência de 
300 segundos lhe foi atribuída. Não foram apresentados choques nas patas 
durante o teste. 
 
3.5. Análise estatística 
Utilizou-se o software Statistica versão 8.0 (Statsoft, 2008). As médias 
do tempo de congelamento por minuto dos testes de condicionamento de 
medo foram analisadas pela análise de variância (ANOVA) de dois fatores 
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[Fator 1: Tratamento (salina x diciclomina 16 mg/kg x diciclomina 32 mg/kg); 
Fator 2: Minuto (5 minutos)] com medidas repetidas para o fator 2. As 
médias das latências do teste de esquiva inibitória foram analisadas pela 
análise de variância (ANOVA) de dois fatores [Fator 1: Tratamento (salina x 
diciclomina 16 mg/kg x diciclomina 32 mg/kg; Fator 2: Sessão (treino x 
teste)]. Estas análises foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas 
de Tukey, quando necessário. 
Um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo em todas 
as análises. 
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4. RESULTADOS – PARTE I 
 
4.1. Condicionamento de medo ao contexto – memória recente 
O tempo de congelamento (em segundos) dos animais tratados com 
solução salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg) no dia do teste 
(realizado 1 dia após o treino) da tarefa de condicionamento de medo ao 
contexto é mostrado na Figura 2. A ANOVA de duas vias indicou que os 
fatores Minuto [F(4,92) = 6,33; p < 0,01] e Tratamento [F(2,23) = 22,07; p < 0,01] 
foram significativos. O teste a posteriori de Tukey revelou que o grupo 
tratado com diciclomina 32 mg/kg apresentou uma diminuição significativa 
no tempo de congelamento quando comparado aos outros dois grupos (p < 
0,01, em ambos os casos). O grupo tratado com diciclomina 16 mg/kg não 
apresentou diferença em relação ao tratado com salina. A interação Minuto x 
Tratamento [F(8,92) = 2,89; p < 0,01] também foi significativa. O teste de 
Tukey mostrou que o grupo tratado com diciclomina na dose de 32 mg/kg 
apresentou menor tempo de congelamento do que os demais durante os 
quatro minutos finais do teste (p < 0,05 para o segundo minuto em relação 
ao diciclomina 16 mg/kg; p < 0,01 para os demais casos). 
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Esses resultados indicam prejuízo na evocação da memória recente 
na tarefa de condicionamento de medo ao contexto quando da 
administração de diciclomina na dose de 32 mg/kg. 
 
4.2. Condicionamento de medo ao contexto – memória remota 
A Figura 3 mostra o tempo de congelamento (em segundos) 
apresentado pelos animais tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina 
(16 ou 32 mg/kg) no dia do teste (realizado 28 dias após o treino) de 
condicionamento de medo ao contexto. A ANOVA revelou que tanto o fator 
Minuto [F(4,128) = 6,11; p < 0,01] quanto o fator Tratamento [F(2,32) = 4,32; p = 
0,02] foram significativos. A análise a posteriori através do teste de Tukey 
* 
Figura 2. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória recente do 
condicionamento de medo ao contexto. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste de 
condicionamento de medo ao contexto, realizado 1 dia após o treino. “sal”, salina; “dici16”, 
diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de animais por grupo é 
mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Tratamento: diciclomina 32 mg/kg difere dos demais grupos). 
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indicou que os animais do grupo tratado com diciclomina na dose de 32 
mg/kg exibiram significativa diminuição no tempo de congelamento se 
comparados aos animais do grupo salina (p < 0,05). O grupo que recebeu 
injeção da droga na dose de 16 mg/kg não diferiu dos demais. A interação 
Minuto x Tratamento não foi significativa [F(8,128) = 1,11; p = 0,36]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Assim, a mesma dose que causou prejuízo na evocação da memória 
recente do condicionamento de medo ao contexto afetou o desempenho dos 
animais na evocação da memória remota da tarefa. 
Figura 3. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória remota do 
condicionamento de medo ao contexto. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste de 
condicionamento de medo ao contexto, realizado 28 dias após o treino. “sal”, salina; 
“dici16”, diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de animais por 
grupo é mostrado entre parênteses. 
#
 p < 0,05 (efeito Tratamento: diciclomina 32 mg/kg difere do salina). 
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4.3. Condicionamento de medo ao som – memória recente 
O tempo de congelamento (em segundos) dos animais tratados com 
solução salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg) no dia do teste 
(realizado 1 dia após o treino) do condicionamento de medo ao som é 
mostrado na Figura 4. A análise estatística mostrou que o fator Minuto 
apresentou diferença significativa [F(4,124) = 77,43; p < 0,01]. O teste a 
posteriori revelou que todos os grupos exibiram valores mais altos de tempo 
de congelamento após a apresentação do som (p < 0,01). O fator 
Tratamento não foi significativo [F(2,31) = 1,41; p = 0,26]; bem como a 
interação Minuto x Tratamento [F(8,124) = 0,82; p = 0,58]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória recente do 
condicionamento de medo ao som. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste de 
condicionamento de medo ao som, realizado 1 dia após o treino. “sal”, salina; “dici16”, 
diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de animais por grupo é 
mostrado entre parênteses. 
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Portanto, não houve diferença decorrente da manipulação 
farmacológica na evocação da memória recente no condicionamento de 
medo ao som. 
4.4. Condicionamento de medo ao som – memória remota 
A Figura 5 mostra o tempo de congelamento (em segundos) dos 
animais tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32mg/kg) no 
dia do teste (realizado 28 dias após o treino) do condicionamento de medo 
ao som. A ANOVA de duas vias indicou que o fator Minuto apresentou 
diferença significativa [F(4,104) = 82,16; p < 0,01]. O teste de Tukey revelou 
que todos os grupos apresentaram níveis mais altos de tempo de 
congelamento após a apresentação do som (p < 0,01). O fator Tratamento 
também foi significativo [F(2,26) = 6,59; p < 0,01]. O teste a posteriori indicou 
que os animais do grupo tratado com diciclomina na dose de 32 mg/kg 
exibiram significativa diminuição no tempo de congelamento se comparados 
aos animais do grupo salina (p < 0,01). A interação Minuto x Tratamento 
[F(8,104) = 1,89; p = 0,07] não foi significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados – Parte I 28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Logo, a evocação da memória remota do condicionamento de medo 
ao som foi prejudicada pela administração de diciclomina na dose de 32 
mg/kg, à semelhança do que ocorreu com o condicionamento de medo ao 
contexto em ambos os intervalos de tempo estudados. 
 
4.5. Esquiva inibitória – memória recente 
A latência (em segundos) apresentada pelos animais tratados com 
solução salina ou diciclomina (16 ou 32 mg/kg) para passar do 
compartimento claro para o compartimento escuro do aparelho de esquiva 
tanto no dia do treino quanto no teste (realizado 1 dia após o treino) é 
apresentada na Figura 6. A ANOVA de duas vias revelou que o fator Sessão 
* 
Figura 5. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória remota do 
condicionamento de medo ao som. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste de 
condicionamento de medo ao som, realizado 28 dias após o treino. “sal”, salina; “dici16”, 
diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de animais por grupo é 
mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Tratamento: diciclomina 32 mg/kg difere do salina). 
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foi significativo [F(1,33) = 70,88; p < 0,01], mostrando que todos os grupos 
apresentaram uma latência maior para entrar no compartimento escuro no 
dia do teste. O fator Tratamento não foi significativo [F(2,33) = 0,07; p = 0,93]. 
A interação Sessão x Tratamento também não apresentou diferença [F(2,33) = 
0,09; p = 0,92]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Como pode ser observado, a manipulação farmacológica não alterou 
o desempenho dos animais na evocação da memória recente na tarefa de 
esquiva inibitória. 
 
Figura 6. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória recente da esquiva 
inibitória. 
Latência para a entrada no compartimento escuro (média ± erro padrão) no dia do treino e 
do teste (realizado 1 dia após o treino) dos animais durante a tarefa de esquiva inibitória. 
“sal”, salina; “dici16”, diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de 
animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Sessão). 
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4.6. Esquiva inibitória – memória remota 
A Figura 7 exibe a latência (em segundos) de passagem do 
compartimento claro para o compartimento escuro do aparelho de esquiva 
nos dias do treino e do teste (realizado 28 dias após o treino) apresentada 
pelos animais tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina (16 ou 32 
mg/kg). A ANOVA indicou que o fator Sessão foi significativo [F(1,30) = 
144,02; p < 0,01], revelando que todos os grupos apresentaram uma latência 
maior para entrar no compartimento escuro no dia do teste. O fator 
Tratamento não foi significativo [F(2,30) = 2,79; p = 0,08]; bem como a 
interação Sessão x Tratamento [F(2,30) = 2,25; p = 0,12]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória remota da esquiva 
inibitória. 
Latência para a entrada no compartimento escuro (média ± erro padrão) no dia do treino e 
do teste (realizado 28 dias após o treino) dos animais durante a tarefa de esquiva inibitória. 
“sal”, salina; “dici16”, diciclomina 16 mg/kg; “dici32”, diciclomina 32 mg/kg. O número de 
animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Sessão). 
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Portanto, de maneira análoga ao observado quanto à evocação da 
memória recente, a manipulação farmacológica não interferiu com o 
desempenho dos animais na evocação da memória remota na tarefa de 
esquiva inibitória. 
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5. PARTE II 
 
Os resultados obtidos na primeira parte deste estudo indicam que a 
administração pré-teste de diciclomina, um antagonista muscarínico M1, na 
dose de 32 mg/kg provoca prejuízo na evocação das memórias recente e 
remota do condicionamento de medo ao contexto e da memória remota do 
condicionamento de medo ao som. O condicionamento de medo ao contexto 
é uma das tarefas mais empregadas no estudo da consolidação sistêmica, 
processo em que ocorre uma gradual reorganização da circuitaria cerebral 
responsável pelo armazenamento e evocação da memória. Com essa 
reorganização, memórias inicialmente dependentes do hipocampo se 
tornariam independentes dessa estrutura (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). 
Por ter uma razoável resolução temporal (permitindo intervenções nas 
diferentes fases da memória) e envolver a aquisição de uma memória 
duradoura, que pode ser avaliada meses após a sessão de treino 
(fornecendo um intervalo de tempo considerável para se observar a 
consolidação sistêmica), o condicionamento de medo ao contexto se mostra 
bastante útil na investigação desse processo. 
A formação da memória envolve modificações moleculares nas 
células neuronais. Um dos componentes dessas modificações é a 
reprogramação da expressão gênica (TISCHMEYER; GRIMM, 1999). No 
cérebro, os chamados genes de ativação imediata geralmente codificam 
proteínas que agem como fatores de transcrição (complexos que se ligam à
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região promotora de determinados genes, ativando ou reprimindo sua 
expressão). Dentre estes fatores de transcrição, destaca-se a proteína Fos. 
Essa proteína dimeriza-se com uma fosfoproteína da família Jun (c-Jun, 
JunB ou JunD) para produzir um fator de transcrição funcional, o AP-1, 
responsável pela estimulação ou repressão de um gene candidato ao se 
ligar a uma sequência promotora específica (KAMINSKA; KACZMAREK; 
CHAUDHURI, 1996) ou ao interagir com outros fatores de transcrição (HAI; 
CURRAN, 1991). A expressão do gene c-fos é rápida e transitória. Em 
neurônios não estimulados, os níveis basais de RNAm e de proteína Fos são 
baixos. Poucos minutos após uma estimulação neuronal, observa-se 
aumento nos níveis de RNAm e, após um intervalo entre 30 e 90 minutos, 
nos níveis de proteína Fos. Após algumas horas, esses níveis retornam ao 
basal (KACZMAREK, 2002). Vários estímulos, alguns associados com 
processos de diferenciação, outros ligados à excitação neuronal, promovem 
a indução de RNAm e de proteína Fos (MORGAN; CURRAN, 1991). Por ser 
rápida e transitoriamente induzida, além de dinamicamente regulada em 
decorrência de atividade neural, a análise da expressão de c-fos se tornou 
uma das ferramentas mais utilizadas no mapeamento funcional da atividade 
cerebral. Entretanto, é importante ressaltar que o Fos não deve ser 
considerado apenas como um marcador genérico da atividade neural in vivo, 
mas como parte da resposta celular a uma estimulação significativa, capaz 
de provocar mudanças no funcionamento neuronal (PRADO; DEL BEL, 
1998). É importante, também, considerar a especificidade celular de sua 
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expressão e a incerteza de sua produção frente a um estímulo 
(CHAUDHURI, 1997). 
Diversos estudos relatam indução da síntese neuronal de Fos em 
determinadas regiões cerebrais frente aos estímulos presentes no 
condicionamento de medo. A apresentação do choque aumenta, em ratos, o 
nível da proteína Fos em várias estruturas, como amígdala, núcleo 
paraventricular do hipotálamo, córtex sensório-motor, locus coeruleus, 
núcleo do trato solitário, núcleo paraventricular do tálamo, núcleo dorsal da 
rafe e substância cinzenta periaquedutal (PEZZONE et al., 1992; PEZZONE 
et al., 1993; LI, H. Y.; ERICSSON; SAWCHENKO, 1996; BUBSER; 
DEUTCH, 1999). Por sua vez, a exposição a um ambiente novo também 
aumenta a síntese de Fos em diversas regiões, como núcleo supramamilar, 
amígdala, estriado e córtex cerebral (STRUTHERS; DUPRIEST; RUNYAN, 
2005; SHETH et al., 2008; ITO et al., 2009). Entretanto, quando comparado 
à ativação decorrente do choque, esse aumento é mais limitado, sendo 
menor tanto em magnitude quanto em extensão (KACZMAREK, 2002).  
Com relação à produção de Fos decorrente da aquisição da tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto, Milanovic e colaboradores (1998) 
descreveram aumento dos níveis de Fos no hipocampo, na amígdala e no 
córtex somatossensório de camundongos condicionados em relação a um 
grupo somente exposto ao choque. Esses dois grupos (condicionado e 
choque imediato) apresentaram maiores níveis de Fos na amígdala do que 
um grupo não condicionado e apenas exposto ao contexto (sem a 
apresentação do choque). 
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Mais especificamente quanto à ativação de Fos em virtude da 
evocação do condicionamento de medo ao contexto, de modo geral, 
observa-se aumento em regiões do córtex pré-frontal, hipocampo, amígdala, 
núcleo paraventricular do hipotálamo e substância cinzenta periaquedutal 
(CARRIVE et al., 1997; SCICLI et al., 2004; WISLOWSKA-STANEK et al., 
2005; SKORZEWSKA et al., 2006; ALMADA; ALBRECHET-SOUZA; 
BRANDAO, 2013). Entretanto, alguns resultados conflitantes são 
encontrados, provavelmente em decorrência de diferenças nos 
procedimentos comportamentais (TULOGDI et al., 2012). 
Devido ao processo de consolidação sistêmica, atribuem-se à 
evocação da memória remota do condicionamento de medo ao contexto 
estruturas cerebrais diferentes das envolvidas com a evocação da memória 
recente. Frankland e colaboradores (2004) mostraram mudanças no padrão 
de ativação de Fos no cérebro de camundongos quando o teste do 
condicionamento ao contexto era realizado 1 ou 36 dias após o treino. 
Houve aumento do número de células Fos-positivas no hipocampo após a 
evocação da memória recente, mas não após a evocação da memória 
remota. Por outro lado, um padrão de expressão inverso foi observado em 
regiões do córtex pré-frontal, ou seja, ativação de Fos após a evocação da 
memória remota, e não após a recente. Apesar de contrastantes, outro 
estudo também encontrou diferenças no padrão de expressão para a 
evocação 1 dia ou 28 dias após o condicionamento (TULOGDI et al., 2012). 
Após a evocação recente, houve redução de Fos na amígdala e na área 
tegmental ventral, e aumento no núcleo hipotalâmico anterior, de animais 
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condicionados em relação àqueles apenas expostos ao contexto. Quando 
testados 28 dias após o condicionamento, verificou-se aumento no córtex 
pré-frontal, na amígdala e no locus coeruleus dos animais condicionados. 
Nesse trabalho, não foram encontradas diferenças no hipocampo. 
Assim como o condicionamento de medo ao contexto, manipulações 
farmacológicas no sistema colinérgico muscarínico também produzem 
alterações na produção de Fos (para uma revisão ver HUGHES; 
DRAGUNOW, 1995). A administração de pilocarpina, um agonista 
muscarínico não seletivo, provoca aumento tanto na expressão de RNAm 
(WEINER et al., 1991) quanto na imunorreatividade à Fos (BERNARD et al., 
1993; HUGHES; DRAGUNOW, 1993) em diversas regiões no cérebro de 
ratos, incluindo córtex piriforme, estriado, amígdala, hipocampo, neocórtex, 
tálamo e núcleo supra-óptico do hipotálamo. Além disso, a coadministração 
tanto de atropina (antagonista muscarínico não seletivo) quanto de 
pirenzepina (antagonista muscarínico seletivo M1) reduziram a indução de 
Fos provocada pela pilocarpina, indicando que o aumento observado nos 
níveis de Fos está relacionado com a ativação de receptores muscarínicos 
M1 (HUGHES; DRAGUNOW, 1993). Por outro lado, a administração de 
atropina ou escopolamina em ratos também provocam aumento de Fos em 
algumas estruturas cerebrais, como no estriado e no córtex cingulado 
(BERNARD et al., 1993). 
A análise da expressão de Fos, decorrente da exposição à tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto junto à administração de diciclomina, 
pode fornecer informações relevantes, em nível anatômico, a respeito da 
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circuitaria neural relacionada com os processos de memória e 
aprendizagem. Quais estruturas cerebrais, moduladas pelos receptores 
muscarínicos M1, estariam envolvidas com a evocação da memória recente e 
remota do condicionamento de medo ao contexto? 
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6. OBJETIVO – PARTE II 
 
Investigar, através da análise da expressão de Fos nos cérebros de 
animais tratados pré-teste com solução salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg, 
as estruturas cerebrais moduladas pelos receptores colinérgicos 
muscarínicos M1 que estariam envolvidas com os processos de evocação 
da memória recente (1 dia) e remota (28 dias) do condicionamento de medo 
ao contexto. 
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7. MATERIAL E MÉTODOS – PARTE II 
 
7.1. Animais 
Foram utilizados ratos Wistar machos, de 3 a 4 meses de idade, 
provenientes do biotério do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da UNIFESP. Os 
animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 
2ºC) e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (fase clara com início às 07h00), 
com água e ração ad libitum. O procedimento comportamental foi conduzido 
durante a fase clara do ciclo. 
 
7.2. Droga 
Cloridrato de diciclomina (Sigma) foi dissolvido em solução salina 
0,9% e injetado por via intraperitoneal (ip) em um volume de 1 ml/kg. A dose 
utilizada foi de 32 mg/kg. A droga foi preparada no dia do teste e mantida em 
banho-maria a 30ºC para evitar precipitação do sal. Os animais do grupo 
controle receberam solução salina 0,9%. 
 
7.3. Aparelhos 
O aparelho de esquiva foi utilizado para a tarefa de condicionamento 
de medo ao contexto. Esse aparelho consiste em duas caixas acrílicas, 
ambas medindo 22 x 21 x 22 cm, conectadas por uma porta guilhotina. As 
paredes da caixa ou compartimento seguro são brancas, compondo um 
ambiente claro; enquanto que o outro compartimento, onde os animais 
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receberam os choques, é formado por paredes pretas, compondo um 
ambiente escuro. A tampa do aparelho é de acrílico transparente e cobre os 
dois compartimentos. A base é formada por grades metálicas (cada grade 
medindo 0,4 cm de diâmetro e distantes 1,2 cm uma da outra) conectadas a 
um gerador de choque elétrico (AVS – Projetos Especiais) que produz uma 
corrente elétrica, ocasionando um choque nas patas do animal. 
 
7.4. Procedimento comportamental 
O procedimento comportamental foi conduzido em diferentes grupos, 
controles e experimentais. Um esquema do delineamento experimental 
utilizado nessa segunda parte do estudo encontra-se na figura abaixo. 
 
 
 
 
 
 
 
7.4.1. Manipulação 
Anteriormente à realização do procedimento comportamental, os 
animais foram individualmente manipulados pelo experimentador, por um 
período de 7 dias consecutivos, para habituação aos procedimentos gerais 
utilizados durante as sessões de treino e teste do condicionamento de medo 
ao contexto. Nos primeiros dois dias, os animais foram removidos de suas 
 Manipulação             Treino             Teste              Perfusão             Imuno-histoquímica 
Injeção (ip) salina 0,9% 
ou 
diciclomina 32 mg/kg 
30 min 
1 dia 
ou 
28 dias 
2 dias 7 dias 
Figura 8. Delineamento experimental utilizado na segunda parte do estudo. 
90 min 
Análise da expressão de Fos 
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caixas e individualmente manipulados por 1 a 2 minutos no biotério. Nos 
demais dias, foram individualmente transportados do biotério para uma sala, 
na qual foram colocados em uma caixa onde permaneceram durante 1 a 2 
minutos. Dois dias após o período de manipulação, foi realizado o treino dos 
animais no condicionamento de medo ao contexto. 
 
7.4.2. Condicionamento de medo ao contexto 
A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada em 
dois dias. No primeiro dia (treino), cada animal foi colocado diretamente no 
compartimento escuro do aparelho de esquiva, com a porta que dá acesso 
ao compartimento claro fechada e, após dois minutos, recebeu cinco 
choques nas patas (estímulo incondicionado) a intervalos de 30 segundos, 
com intensidade de 0,6 mA e um segundo de duração. Um minuto após o 
último choque, os animais foram retirados do aparelho. O teste de 
condicionamento ao contexto foi realizado 1 ou 28 dias após o treino, em 
diferentes grupos. No dia do teste, os animais foram divididos em dois 
grupos (n = 6 por grupo) que receberam tratamento farmacológico com 
salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg. Trinta minutos após a injeção, cada 
animal foi colocado no mesmo contexto do treino, isto é, diretamente no 
compartimento escuro do aparelho de esquiva. A porta que dá acesso ao 
compartimento claro permaneceu fechada e não foram apresentados 
choques nas patas. O tempo de congelamento ou freezing – definido como 
completa imobilidade do corpo do animal, sem presença de movimentos de 
vibrissas e farejamentos (BOUTON; BOLLES, 1980) – foi registrado de 
forma contínua, minuto a minuto, por um período de cinco minutos. 
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7.4.3. Grupos controle 
A fim de minimizar a interferência de aspectos não específicos 
relacionados aos procedimentos executados no dia do teste (como, por 
exemplo, recebimento da injeção, exploração do ambiente, atividade 
locomotora) sobre a expressão de Fos associada à memória contextual de 
medo, foram utilizados grupos controle não condicionados. Os animais 
desse grupo, denominado “contexto” (n = 3 para cada intervalo de tempo 
estudado), foram identicamente manuseados, à exceção de não receberem 
choques nas patas durante a sessão de treino. No dia do teste, esse grupo 
recebeu injeção de salina 0,9%. Outro grupo, denominado “gaiola” (n = 1 
para cada intervalo de tempo estudado), não foi manuseado, sendo apenas 
mantido no biotério durante a execução dos experimentos para se certificar 
de que a expressão de Fos a ser observada era decorrente do procedimento 
comportamental, e não de qualquer evento desvinculado a esse que possa 
ter ocorrido nos dias de testes. 
 
7.5. Expressão de Fos 
7.5.1. Perfusão 
Para análise da expressão de Fos, 90 minutos após os testes da 
tarefa de condicionamento de medo ao contexto, os animais foram 
anestesiados com uma injeção de hidrato de cloral 10% e, a seguir, 
perfundidos intracardiacamente com 150 ml de salina 0,9%, seguidos de 500 
ml de uma solução de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio 0,1 
M (pH 7,4), através de uma bomba peristáltica (Cole Parmer). Os encéfalos 
foram removidos das caixas cranianas e permaneceram por 3 a 4 horas em 
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solução de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,4) 
a 4ºC sendo, então, transferidos para uma solução de sacarose a 20% em 
tampão fosfato de potássio (KPBS) a 0,02 M, onde ficaram por período 
overnight. Os encéfalos foram, então, congelados para posterior microtomia 
e procedimento imuno-histoquímico. 
 
7.5.2. Microtomia 
Foram feitos cortes frontais seriados, de 30 μm de espessura, 
utilizando-se um micrótomo de congelamento (Leitz). Os cortes obtidos 
foram armazenados em 4 compartimentos. As séries A, C e D, colhidas em 
solução anticongelante, foram mantidas no congelador a -20ºC para 
posterior processamento imuno-histoquímico. A série B, colhida em solução 
de azida de sódio a 0,02% em tampão fosfato de potássio (KPBS) 0,02 M, 
foi mantida a 4ºC para posterior coloração com tionina (método de Nissl) e 
análise da citoarquitetura. 
 
7.5.3. Imuno-histoquímica 
Os cortes foram inicialmente incubados em uma solução de tampão 
fosfato de potássio 0,02 M contendo anticorpo anti-Fos (Ab-5/Oncogene 
Research Products) diluído 1:20.000, triton X-100 a 0,3% e soro normal de 
cabra a 2%, sob agitação constante a 4ºC durante 48 horas. O anticorpo 
primário foi localizado utilizando-se uma variação do sistema formado pelo 
complexo avidina-biotina (Kit ABC, Elite Vector). Após incubação com o 
anticorpo primário, os cortes foram incubados em uma solução contendo 
anticorpo biotinilado anti-coelho obtido em cabra (Vector), numa diluição de 
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1:200, por 90 minutos à temperatura ambiente e, a seguir, colocados em 
uma solução contendo o composto avidina-biotina-HRP numa diluição de 
1:200 por 90 minutos. O complexo peroxidase foi visualizado usando-se 
como cromógeno a 3,3’-tetracloreto de diaminobenzidina (Sigma) e o 
produto da reação de peroxidase foi visualizado utilizando-se o 
procedimento da glucose oxidase (ITOH, 1979). 
 
7.5.4. Mapeamento da expressão de Fos 
A contagem das células imunorreativas para Fos foi realizada 
utilizando-se o programa de análise de imagem AutoCAD R13 (versão 6.1 
for Windows, Autodesk). As contagens foram feitas bilateralmente a uma 
magnificação de 10X. Consideraram-se neurônios Fos-positivos aqueles que 
apresentaram forma elíptica e tamanho bem-definidos, assim como 
coloração escura. A Figura 9 ilustra um corte processado com anticorpo anti-
Fos, no qual se podem identificar exemplos de neurônios aceitos e refutados 
na análise. Para delineamento citoarquitetônico das regiões, os cortes foram 
comparados com secções adjacentes previamente submetidas à coloração 
pelo método de tionina. As estruturas analisadas foram delimitadas de 
acordo com Paxinos & Watson (2007), utilizando-se pontos de referência 
visíveis. Representou-se a expressão de Fos sendo ou como o número total 
de células contadas na estrutura ou como o número total de células dividido 
pela área total analisada. 
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7.6. Análise estatística 
Utilizou-se o software Statistica versão 8.0 (Statsoft, 2008). As médias 
do tempo de congelamento por minuto dos testes de condicionamento de 
medo ao contexto foram analisadas pela análise de variância (ANOVA) de 
dois fatores [Fator 1: Grupo (contexto x salina x diciclomina 32 mg/kg); Fator 
2: Minuto (5 minutos)] com medidas repetidas para o fator 2. As médias do 
tempo de congelamento total do condicionamento de medo ao contexto 
foram analisadas pela ANOVA de dois fatores [Fator 1: Grupo (contexto x 
salina x diciclomina 32 mg/kg); Fator 2: Tempo (1 x 28 dias)]. A expressão 
de Fos também foi analisada pela ANOVA de dois fatores [Fator 1: Grupo 
(contexto x salina x diciclomina 32 mg/kg); Fator 2: Tempo (1 x 28 dias)]. 
Quando necessário, estas análises foram seguidas pelo teste de 
comparações múltiplas de Tukey. 
Um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo em todas 
as análises. 
Figura 9. Exemplos de neurônios 
aceitos ou refutados na análise da 
expressão de Fos.  
Fotomicrografia em campo claro 
mostrando uma região imunorreativa 
para Fos. As setas indicam 
neurônios considerados Fos-
positivos; e as cabeças de setas, 
Fos-negativos. 
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8. RESULTADOS – PARTE II 
 
8.1. Condicionamento de medo ao contexto – memória recente 
A Figura 10 mostra o tempo de congelamento (em segundos) dos 
animais não condicionados (grupo contexto) e condicionados e tratados com 
solução salina 0,9% ou diciclomina na dose de 32 mg/kg no dia do teste, 
realizado 1 dia após o treino, no condicionamento de medo ao contexto. A 
ANOVA de duas vias indicou que o fator Grupo foi significativo [F(2,12) = 7,58; 
p < 0,01]. O teste a posteriori de Tukey revelou que o grupo condicionado 
tratado com salina exibiu maior tempo de congelamento quando comparado 
aos outros dois grupos (p < 0,05, em ambos os casos). Os animais tratados 
com diciclomina 32 mg/kg não apresentaram diferença significativa em 
relação ao grupo contexto. A interação Minuto x Grupo não foi significativa 
[F(8,48) = 0,96; p = 0,48], assim como o fator Minuto [F(4,48) = 1,44; p = 0,24]. 
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Esses dados mostram efeito amnésico, decorrente da administração 
de diciclomina na dose de 32 mg/kg, sobre a evocação da memória recente 
da tarefa de condicionamento de medo ao contexto, ratificando o resultado 
obtido na primeira parte. 
 
8.2. Condicionamento de medo ao contexto – memória remota 
O tempo de congelamento (em segundos) apresentado pelos animais 
não condicionados (grupo contexto) e condicionados e tratados com solução 
salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg no dia do teste (realizado 28 dias após 
o treino) do condicionamento ao contexto é apresentado na Figura 11. A 
ANOVA de duas vias revelou que o fator Minuto [F(4,48) = 2,92; p < 0,05] e o 
Figura 10. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória recente do 
condicionamento ao contexto para posterior imuno-histoquímica para Fos. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste (1 
dia após o treino) de condicionamento de medo ao contexto realizado para posterior imuno-
histoquímica para Fos. “cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg. O número 
de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
#
 p < 0,05 (efeito Grupo: salina difere dos demais grupos). 
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fator Grupo [F(2,12) = 7,87; p < 0,01] foram significativos. A análise a posteriori 
de Tukey mostrou que os animais do grupo tratado com salina exibiram 
maior tempo de congelamento se comparados tanto aos animais que 
receberam diciclomina na dose de 32 mg/kg quanto aos não condicionados 
(p < 0,05, em ambos os casos). O grupo que recebeu injeção da droga não 
diferiu do grupo contexto. A interação Minuto x Grupo não foi significativa 
[F(8,48) = 1,87; p = 0,09]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esse resultado indica que também houve efeito amnésico em virtude 
da administração de diciclomina 32 mg/kg sobre a evocação da memória 
remota do condicionamento contextual de medo, assim como aquele obtido 
na primeira parte. 
Figura 11. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória remota do 
condicionamento ao contexto para posterior imuno-histoquímica para Fos. 
Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais durante o teste (28 
dias após o treino) de condicionamento de medo ao contexto realizado para posterior 
imuno-histoquímica para Fos. “cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg. O 
número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
#
 p < 0,05 (efeito Grupo: salina difere dos demais grupos). 
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8.3. Mapeamento da expressão de Fos 
8.3.1. Desempenho comportamental 
Para realizar o processamento imuno-histoquímico e o mapeamento 
da expressão de Fos, selecionaram-se alguns animais (n = 3 para os grupos 
contexto e n = 4 para os grupos salina e diciclomina), de modo que os 
resultados há pouco descritos fossem conservados. 
A Figura 12 mostra o tempo de congelamento total (em segundos) 
nos dias dos testes de condicionamento de medo dos animais não 
condicionados (grupos contexto) e condicionados e tratados com solução 
salina 0,9% ou diciclomina na dose de 32 mg/kg cujos cérebros foram 
submetidos ao processamento imuno-histoquímico. A ANOVA de duas vias 
revelou que o fator Grupo foi significativo [F(2,16) = 31,58; p < 0,01]. O teste a 
posteriori de Tukey mostrou que os animais condicionados e tratados com 
salina apresentaram maior tempo de congelamento tanto em relação aos 
condicionados e tratados com diciclomina 32 mg/kg quanto em relação aos 
não condicionados (p < 0,01, em ambos os casos). O fator Tempo [F(1,16) = 
1,11; p = 0,31] bem como a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 1,05; p = 
0,37] não foram significativos. 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados – Parte II 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dessa forma, apesar de obtidos com um número amostral reduzido, 
esses resultados sugerem que os animais cujos cérebros foram submetidos 
ao processamento imuno-histoquímico e mapeamento de Fos apresentam o 
mesmo padrão comportamental observado nos experimentos puramente 
farmacológicos, com efeito amnésico provocado pela diciclomina 32 mg/kg 
em ambos os intervalos de tempo estudados. 
 
8.3.2. Grupo controle 
O grupo controle gaiola (animal não manuseado e mantido no biotério 
durante a execução do experimento), como esperado, apresentou expressão 
de Fos muito baixa em todas as estruturas cerebrais consideradas. Deste 
Figura 12. Efeito da diciclomina sobre a evocação da memória recente e remota do 
condicionamento ao contexto nos animais submetidos à análise para Fos. 
Tempo de congelamento total (média ± erro padrão) durante os testes de condicionamento 
de medo ao contexto dos animais cujos cérebros foram submetidos ao mapeamento da 
expressão de Fos. “cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” 
corresponde aos animais testados 1 dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após 
o treino. O número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Tratamento: salina difere dos demais grupos). 
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modo, assume-se que a expressão de Fos observada nos demais grupos é 
decorrente dos procedimentos aos quais foram submetidos. 
 
8.3.3. Hipocampo 
Uma secção coronal do hipocampo, próxima a 2,80 mm posterior ao 
Bregma, foi subdividida em CA1, CA3 e giro denteado (DG) e o número total 
de células Fos-positivas em cada região foi contado (Figura 13A). 
A quantificação da expressão de Fos no hipocampo dos animais 
apenas submetidos ao contexto de treinamento e dos condicionados e 
tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg é apresentada na 
Figura 13B. 
A ANOVA de duas vias não mostrou diferenças significativas para os 
fatores Grupo [F(2,16) = 0,37; p = 0,69] e Tempo [F(1,16) = 2,16; p = 0,16], nem 
para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,67; p = 0,52] em CA1. 
Também não foram encontradas diferenças significativas em CA3 
para os fatores Grupo [F(2,16) = 0,96; p = 0,40] e Tempo [F(1,16) = 0,44; p = 
0,51] e para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,48; p = 0,63]. 
Surpreendentemente, todos os grupos apresentaram pequeno número de 
células Fos-positivas nessas duas áreas. 
Em relação ao giro denteado, apesar de se ter encontrado um número 
um pouco maior de células Fos-positivas, a ANOVA também não revelou 
diferenças para os fatores Grupo [F(2,16) = 0,56; p = 0,58] e Tempo [F(1,16) = 
2,24; p = 0,15], nem para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,37; p = 
0,72]. 
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Portanto, neste trabalho, o hipocampo dos animais de todos os 
grupos apresentou pequena expressão de Fos, de modo que não foram 
encontradas diferenças decorrentes da evocação da memória aversiva ao 
contexto ou da administração da droga. 
 
Figura 13. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no hipocampo decorrente 
da evocação da memória recente e remota do condicionamento ao contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando as regiões do hipocampo nas quais a 
expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada de “The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e Charles 
Watson. Academic Press 1997. (B) Expressão de Fos (média ± erro padrão) no hipocampo 
de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, contexto; 
“sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 dia após o 
treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “DG”, giro denteado. O número de 
animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
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8.3.4. Córtex pré-frontal 
Duas secções coronais do córtex pré-frontal, uma próxima a 2,70 mm 
anterior ao Bregma e outra próxima a 0,92 mm posterior ao Bregma, foram 
subdivididas em córtices pré-límbico (PL), infra-límbico (IL), motor 
secundário (M2), cingulado anterior dorsal (ACD) e cingulado anterior ventral 
(ACV). O número total de células Fos-positivas por cm2 foi quantificado em 
cada região (Figura 14A). 
A Figura 14B mostra a expressão de Fos nos córtices pré-límbico e 
infra-límbico dos animais não condicionados (grupo contexto) e 
condicionados e tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina na dose 
de 32 mg/kg no dia do teste. 
No córtex pré-límbico, a análise estatística indicou diferença para o 
fator Tempo [F(1,16) = 6,61; p < 0,05]; portanto, os animais testados 28 dias 
após o treino tiveram maior expressão de Fos do que aqueles testados no 
dia seguinte ao treino. Não se observaram diferenças quanto ao fator Grupo 
[F(2,16) = 0,21; p = 0,82] nem quanto à interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 
0,26; p = 0,77]. 
Analogamente, no córtex infra-límbico o fator Tempo foi significativo 
[F(1,16) = 7,68; p < 0,05]; da mesma forma, os animais testados 28 dias após 
o treino apresentaram maior expressão de Fos do que aqueles testados 1 
dia após a sessão de treino. Não foram encontradas diferenças significativas 
para os fatores Grupo [F(2,16) = 0,10; p = 0,90] nem para a interação Grupo x 
Tempo [F(2,16) = 0,66; p = 0,53]. 
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Com relação córtex motor secundário, não houve diferença nos 
fatores Grupo [F(2,16) = 0,39; p = 0,68] e Tempo [F(1,16) = 3,80; p = 0,07], nem 
para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,80; p = 0,47]. 
Do mesmo modo, o córtex cingulado anterior dorsal não apresentou 
diferença nos fatores Grupo [F(2,16) = 0,45; p = 0,65] e Tempo [F(1,16) = 0,61; p 
= 0,45], nem para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 1,10; p = 0,36]. 
A ANOVA de duas vias também não revelou diferenças para os 
fatores Grupo [F(2,16) = 0,78; p = 0,48] e Tempo [F(1,16) = 1,45; p = 0,25], nem 
para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,94; p = 0,41] para a divisão 
ventral do córtex cingulado anterior. Estes dados podem ser vistos na Figura 
14C. 
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Assim, observou-se apenas uma maior expressão de Fos nos córtices 
pré-límbico e infra-límbico dos animais testados 28 dias após o treino em 
relação àqueles testados 1 dia após o treino, independentemente dos 
animais terem sido condicionados ou do tratamento recebido. 
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Figura 14. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no córtex pré-frontal 
decorrente da evocação da memória recente e remota do condicionamento ao 
contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando as regiões do córtex pré-frontal nas 
quais a expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada 
de “The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e 
Charles Watson. Academic Press 1997. (B-C) Expressão de Fos (média ± erro padrão) no 
córtex pré-frontal de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. 
“cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais 
testados 1 dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “ACD”, córtex 
cingulado anterior dorsal; “ACV”, córtex cingulado anterior ventral; “IL”, córtex infra-límbico; 
“PL”, córtex pré-límbico; “M2”, córtex motor secundário. O número de animais por grupo é 
mostrado entre parênteses. 
a 
PL – fator Tempo foi significativo (p < 0,05); 
b
 IL – fator Tempo foi significativo (p < 0,05).  
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8.3.5. Amígdala 
Uma secção coronal da amígdala, próxima a 2,80 mm posterior ao 
Bregma, foi subdividida em núcleo lateral (LA), basolateral (BLA), central 
divisão capsular (CEAc), central divisão medial (CEAm) e central divisão 
lateral (CEAl). O número total de células Fos-positivas por cm2 foi 
quantificado em cada região (Figura 15A). 
A quantificação da expressão de Fos nos núcleos lateral e basolateral 
dos animais apenas submetidos ao contexto de treinamento e dos 
condicionados e tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg 
é exibida na Figura 15B. 
A ANOVA de duas vias mostrou que no núcleo lateral da amígdala 
houve diferença significativa para o fator Tempo [F(1,16) = 96,54; p < 0,01]; 
assim, os animais testados 28 dias após o treino tiveram maior expressão de 
Fos do que aqueles testados 1 dia após o treino. O fator Grupo [F(2,16) = 
3,17; p = 0,69] bem como a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 2,01; p = 
0,17] não foram significativos. 
Para o núcleo basolateral da amígdala, o fator Grupo mostrou-se 
significativo [F(2,16) = 4,38; p < 0,05]. O teste de Tukey revelou que o grupo 
condicionado que recebeu diciclomina teve menor expressão do que o 
condicionado e tratado com salina (p < 0,05). Já o grupo contexto não exibiu 
diferença em relação a nenhum dos dois. O fator Tempo [F(2,16) = 0,03; p = 
0,87] bem como a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,61; p = 0,55] não 
foram significativos. 
A Figura 15C mostra a expressão de Fos nas subdivisões do núcleo 
central da amígdala. A análise estatística para a divisão capsular do núcleo 
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central da amígdala indicou que o fator Grupo [F(2,16) = 8,55; p < 0,01] foi 
significativo. O teste a posteriori de Tukey revelou que os animais que 
receberam diciclomina apresentaram maior expressão de Fos do que os 
demais grupos (p < 0,05 em relação ao grupo contexto e p < 0,01 em 
relação ao grupo salina). Não foram significativos o fator Tempo [F(1,16) = 
0,02; p = 0,88] nem a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,09; p = 0,91]. 
A divisão medial do núcleo central da amígdala exibiu diferenças em 
relação a todos os fatores. Para o fator Grupo [F(2,16) = 79,96; p < 0,01], os 
animais do grupo diciclomina apresentaram maior expressão do que os 
outros grupos (p < 0,01, em ambos os casos). O fator Tempo [F(1,16) = 6,55; 
p < 0,05] mostrou que os animais testados 1 dia após o treino tiveram maior 
expressão de Fos que aqueles testados 28 dias depois do treino. Por fim, a 
interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 10,01; p < 0,01] e o teste de Tukey 
revelaram que os animais condicionados tratados com a droga e testados 1 
dia após a sessão de treino apresentaram maior expressão de Fos do que 
os demais grupos , à exceção daquele tratado com diciclomina e testado 28 
dias após o condicionamento (p < 0,01, em todos os casos). Este último 
apresentou significativa maior expressão de Fos que todos os grupos do 
estudo (p < 0,01, em todos os casos). 
Já a divisão lateral do núcleo central teve o fator Grupo [F(2,16) = 
35,57; p < 0,01] como significativo. O teste post hoc mostrou que os animais 
que receberam diciclomina tiveram maior expressão de Fos do que os não 
condicionados e do que os condicionados que receberam salina (p < 0,01, 
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em ambos os casos). Não houve diferença para o fator Tempo [F(1,16) = 0,45; 
p = 0,51] nem para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 1,08; p = 0,36]. 
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Figura 15. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos na amígdala decorrente da 
evocação da memória recente e remota do condicionamento ao contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando as regiões da amígdala nas quais a 
expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada de “The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e Charles 
Watson. Academic Press 1997. (B-C) Expressão de Fos (média ± erro padrão) na amígdala 
de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, contexto; 
“sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 dia após o 
treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “BLA”, núcleo basolateral da amígdala; 
“CEAc”, divisão capsular do núcleo central da amígdala; “CEAl”, divisão lateral do núcleo 
central da amígdala; “CEAm”, divisão medial do núcleo central da amígdala; “LA”, núcleo 
lateral da amígdala. O número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
#
 p < 0,05 (BLA – efeito Grupo: salina difere do diciclomina; CEAc – efeito Grupo: 
diciclomina difere do contexto); * p < 0,01 (CEAc – efeito Grupo: diciclomina difere do 
salina; CEAm – interação Grupo x Tempo: dici 1 difere de todos os outros grupos; dici 28 
difere de todos os outros grupos; CEAl – efeito Grupo: diciclomina difere dos demais 
grupos). 
a
 LA – fator Tempo foi significativo (p < 0,01); 
b
 CEAm – fatores Tempo (p < 0,05) e Grupo 
(diciclomina difere dos demais grupos; p < 0,01, em ambos os casos) foram significativos.  
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Logo, os animais testados 28 dias após o treino tiveram maior 
expressão de Fos do que aqueles testados 1 dia após o treino no núcleo 
lateral da amígdala. Os animais do grupo condicionado e tratado com salina 
exibiram maior expressão de Fos no núcleo basolateral da amígdala do que 
aqueles tratados com diciclomina. Estes últimos, por sua vez, apresentaram 
maior expressão da proteína Fos em todas as subdivisões do núcleo central 
da amígdala. 
 
8.3.6. Órgão subfornical 
Uma secção coronal do órgão subfornical (SFO), próxima a 0,92 mm 
posterior ao Bregma, foi analisada e o número total de células Fos-positivas 
por cm2 foi quantificado (Figura 16A). 
A quantificação da expressão de Fos no órgão subfornical dos 
animais apenas submetidos ao contexto de treinamento e dos condicionados 
e tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina 32 mg/kg é exibida na 
Figura 16B. 
A ANOVA de duas vias mostrou que houve diferença significativa para 
o fator Grupo [F(2,16) = 17,61; p < 0,01]. A análise através do teste de Tukey 
indicou que os animais injetados com diciclomina tiveram maior expressão 
de Fos do que os condicionados e tratados com salina e do que os não 
condicionados (p < 0,01, em ambos os casos). O fator Tempo [F(1,16) = 0,33; 
p = 0,57] bem como a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,67; p = 0,52] não 
foram significativos. 
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Portanto, observou-se um aumento da expressão de Fos no órgão 
subfornical dos animais tratados com diciclomina 32 mg/kg em relação aos 
demais grupos. 
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Figura 16. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no órgão subfornical 
decorrente da evocação da memória recente e remota do condicionamento ao 
contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando a região do órgão subfornical na qual a 
expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada de “The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e Charles 
Watson. Academic Press 1997. (B) Expressão de Fos (média ± erro padrão) no órgão 
subfornical de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, 
contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 
dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “SFO”, órgão subfornical. O 
número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Grupo: diciclomina difere dos demais grupos). 
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8.3.7. Hipotálamo 
Em duas secções coronais do hipotálamo, uma próxima a 1,30 mm 
posterior ao Bregma e outra próxima a 1,80 mm posterior ao Bregma, foram 
delimitados, respectivamente, os núcleos supra-óptico (SO) e paraventricular 
(PVH) do hipotálamo. O número total de células Fos-positivas por cm2 foi 
quantificado em cada uma das regiões (Figura 17A). 
A Figura 17B mostra a expressão de Fos nos núcleos supra-óptico e 
paraventricular do hipotálamo dos animais não condicionados (grupo 
contexto) e condicionados e tratados com solução salina 0,9% ou 
diciclomina na dose de 32 mg/kg no dia do teste. 
No supra-óptico, a análise estatística indicou diferença para o fator 
Grupo [F(2,16) = 32,56; p < 0,01]. O teste post hoc de Tukey revelou que os 
animais tratados com diciclomina tiveram maior expressão de Fos do que os 
demais grupos (p < 0,01, em ambos os casos). Não se observaram 
diferenças quanto ao fator Tempo [F(1,16) = 0,80; p = 0,39] nem quanto à 
interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,63; p = 0,55]. 
De maneira análoga, para o núcleo paraventricular do hipotálamo o 
fator Grupo foi significativo [F(2,16) = 0,12; p < 0,01]. O teste de Tukey, do 
mesmo modo, mostrou que os animais que receberam a droga 
apresentaram maior expressão de Fos que os dos outros grupos (p < 0,01, 
em ambos os casos). Não foram encontradas diferenças significativas para 
os fatores Tempo [F(1,16) = 0,12; p = 0,74] nem para a interação Grupo x 
Tempo [F(2,16) = 0,29; p = 0,75]. 
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Assim, em ambas as áreas hipotalâmicas analisadas, observou-se 
aumento do número de células Fos-positivas no grupo de animais tratados 
com diciclomina 32 mg/kg, sem distinção com relação ao intervalo de tempo 
entre o treino e o teste. 
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Figura 17. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no hipotálamo decorrente 
da evocação da memória recente e remota do condicionamento ao contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando as regiões do hipotálamo nas quais a 
expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada de “The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e Charles 
Watson. Academic Press 1997. (B) Expressão de Fos (média ± erro padrão) no hipotálamo 
de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, contexto; 
“sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 dia após o 
treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “PVH”, núcleo paraventricular do 
hipotálamo; “SO”, núcleo supra-óptico. O número de animais por grupo é mostrado entre 
parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Grupo: diciclomina difere dos demais grupos). 
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8.3.8. Locus coeruleus 
Uma secção coronal do locus coeruleus (LC), próxima a 10,04 mm 
posterior ao Bregma, foi analisada. O número total de células Fos-positivas 
por cm2 foi quantificado nessa região (Figura 18A). 
A Figura 18B mostra a expressão de Fos no locus coeruleus dos 
animais não condicionados (grupo contexto) e condicionados e tratados com 
solução salina 0,9% ou diciclomina na dose de 32 mg/kg no dia do teste. 
A análise estatística indicou que o fator Grupo [F(2,16) = 13,18; p < 
0,01] foi significativo. O teste a posteriori de Tukey revelou que os animais 
que receberam diciclomina apresentaram maior expressão de Fos do que os 
demais grupos (p < 0,01, em ambos os casos). Não foram significativos o 
fator Tempo [F(1,16) = 1,93; p = 0,18] nem a interação Grupo x Tempo [F(2,16) 
= 0,12; p = 0,89]. 
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Então, o locus coeruleus, à semelhança do órgão subfornical e dos 
núcleos hipotalâmicos estudados, exibiu maior expressão de Fos nos grupos 
tratados com diciclomina do que nos demais. 
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Figura 18. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no locus coeruleus 
decorrente da evocação da memória recente e remota do condicionamento ao 
contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando a região do locus coeruleus na qual a 
expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área escura). Figura adaptada de “The 
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third Edition” de George Paxinos e Charles 
Watson. Academic Press 1997. (B) Expressão de Fos (média ± erro padrão) no locus 
coeruleus de animais testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, 
contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 
dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino; “LC”, locus coeruleus. O 
número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
* p < 0,01 (efeito Grupo: diciclomina difere dos demais grupos). 
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8.3.9. Núcleo do trato solitário e área postrema 
Por fim, uma secção coronal contendo o núcleo do trato solitário 
(NTS) e a área postrema (AP), próxima a 13,68 mm posterior ao Bregma, foi 
analisada. O número total de células Fos-positivas foi quantificado nessas 
áreas (Figura 19A). 
A quantificação da expressão de Fos no núcleo do trato solitário e na 
área postrema dos animais apenas submetidos ao contexto de treinamento e 
dos condicionados e tratados com solução salina 0,9% ou diciclomina 32 
mg/kg é exibida na Figura 19B. 
A análise para o núcleo do trato solitário teve o fator Grupo [F(2,16) = 
39,23; p < 0,01] como significativo. O teste post hoc mostrou que os animais 
que receberam diciclomina tiveram maior expressão de Fos do que os não 
condicionados e do que os condicionados que receberam salina (p < 0,01, 
em ambos os casos). Não houve diferença para o fator Tempo [F(1,16) = 0,48; 
p = 0,50] nem para a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,30; p = 0,74]. 
A análise da área postrema também teve o fator Grupo como 
significativo [F(2,16) = 4,83; p < 0,05]. Segundo o teste de Tukey, o grupo 
tratado com diciclomina apresentou maior expressão de Fos do que os 
demais grupos (p < 0,05, em ambos os casos). O fator Tempo [F(1,16) = 0,06; 
p = 0,82] assim como a interação Grupo x Tempo [F(2,16) = 0,31; p = 0,74] 
não foram significativos. 
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Logo, os animais condicionados que receberam diciclomina exibiram 
maior expressão de Fos tanto no núcleo do trato solitário quanto na área 
postrema, independentemente do intervalo de tempo entre as sessões de 
treino e teste. 
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Figura 19. Efeito da diciclomina sobre a expressão de Fos no núcleo do trato solitário 
e na área postrema decorrente da evocação da memória recente e remota do 
condicionamento ao contexto. 
(A) Diagrama coronal do cérebro de rato indicando as regiões do núcleo do trato solitário e 
da área postrema nas quais a expressão de células Fos-positivas foi quantificada (área 
escura). Figura adaptada de “The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Compact Third 
Edition” de George Paxinos e Charles Watson. Academic Press 1997. (B) Expressão de 
Fos (média ± erro padrão) no núcleo do trato solitário e na área postrema de animais 
testados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. “cont”, contexto; “sal”, salina; 
“dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” corresponde aos animais testados 1 dia após o treino; “28”, 
àqueles testados 28 dias após o treino; “AP”, área postrema; “NTS”, núcleo do trato 
solitário. O número de animais por grupo é mostrado entre parênteses. 
#
 p < 0,05 (efeito Grupo: diciclomina difere dos demais grupos); * p < 0,01 (efeito Grupo: 
diciclomina difere dos demais grupos). 
 
Resultados – Parte II 67 
 
 
 Tabela 1. Expressão de Fos 90 minutos após o teste de condicionamento de medo ao contexto. 
 
cont 1 
(n = 3) 
cont 28 
(n=3) 
sal 1 
(n =4) 
sal 28 
(n =4) 
dici 1 
(n = 4) 
dici 28 
(n =4) 
ANOVA (2 vias) 
Hipocampo
t
        
CA1 
0,33 ± 
0,33 
5,00 ± 
3,21 
0,50 ± 
0,29 
4,50 ± 
4,50 
1,00 ± 
0,71 
0,75 ± 
0,48 
a[F(2,16) = 0,37; p = 0,69] 
b[F(1,16) = 2,16; p = 0,16] 
c[F(2,16) = 0,67; p = 0,52] 
CA3 
0,67 ± 
0,33 
1,33 ± 
0,67 
1,50 ± 
0,96 
4,00 ± 
3,37 
1,00 ± 
0,41 
0,50 ± 
0,29 
a[F(2,16) = 0,96; p = 0,40] 
b[F(1,16) = 0,44; p = 0,51] 
c[F(2,16) = 0,48; p = 0,63] 
DG 
16,67 ± 
7,86 
25,33 ± 
8,19 
13,75 ± 
5,02 
33,75 ± 
17,50 
11,50 ± 
2,75 
17,50 ± 
5,07 
a[F(2,16) = 0,56; p = 0,58] 
b[F(1,16) = 2,24; p = 0,15] 
c[F(2,16) = 0,37; p = 0,72] 
Córtex pré-
frontal 
       
PL 
22,49 ± 
2,11 
71,65 ± 
22,18 
31,27 ± 
2,84 
90,08 ± 
39,14 
43,89 ± 
9,32 
73,17 ± 
20,06 
a[F(2,16) = 0,21; p = 0,82] 
b[F(1,16) = 6,61; p < 0,05] 
c[F(2,16) = 0,26; p = 0,77] 
IL 
19,76 ± 
3,15 
75,57 ± 
19,38 
34,85 ± 
4,25 
75,77 ± 
28,36 
44,89 ± 
11,87 
61,99 ± 
13,93 
a[F(2,16) = 0,10; p = 0,90] 
b[F(1,16) = 7,68; p < 0,05] 
c[F(2,16) = 0,66; p = 0,53] 
M2 
17,41 ± 
6,80 
39,26 ± 
24,99 
12,94 ± 
6,40 
50,75 ± 
20,88 
18,04 ± 
5,74 
23,22 ± 
6,35 
a[F(2,16) = 0,39; p = 0,68] 
b[F(1,16) = 3,80; p = 0,07] 
c[F(2,16) = 0,80; p = 0,47] 
ACD 
27,06 ± 
9,35 
32,96 ± 
19,08 
21,99 ± 
9,43 
47,97 ± 
16,33 
28,19 ± 
9,15 
19,78 ± 
7,64 
a[F(2,16) = 0,45; p = 0,65] 
b[F(1,16) = 0,61; p = 0,45] 
c[F(2,16) = 1,10; p = 0,36] 
ACV 
29,42 ± 
7,24 
45,03 ± 
34,73 
13,85 ± 
5,94 
59,84 ± 
32,83 
18,75 ± 
6,59 
14,48 ± 
4,95 
a[F(2,16) = 0,78; p = 0,48] 
b[F(1,16) = 1,45; p = 0,25] 
c[F(2,16) = 0,94; p = 0,41] 
Amígdala        
LA 
13,02 ± 
3,72 
19,08 ± 
6,17 
11,18 ± 
1,73 
32,67 ± 
6,49 
7,59 ± 
2,41 
16,50 ± 
2,45 
a[F(2,16) = 3,17; p = 0,69] 
b[F(1,16) = 96,54; p < 0,01] 
c[F(2,16) = 2,01; p = 0,17] 
BLA 
17,12 ± 
8,59 
10,86 ± 
1,71 
21,27 ± 
3,68 
27,17 ± 
8,82 
9,87 ± 
3,87 
8,06 ± 
1,16 
a[F(2,16) = 4,38; p < 0,05] 
b[F(2,16) = 0,03; p = 0,87] 
c[F(2,16) = 0,61; p = 0,55] 
CEAc 
12,12 ± 
12,12 
29,82 ± 
3,78 
24,16 ± 
17,84 
16,15 ± 
7,84 
122,05 
± 43,83 
122,06 ± 
41,70 
a[F(2,16) = 8,55; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,02; p = 0,88] 
c[F(2,16) = 0,09; p = 0,91] 
CEAm 
7,33 ± 
4,40 
14,32 ± 
5,79 
4,83 ± 
1,46 
6,34 ± 
1,50 
148,74 
± 16,76 
77,99 ± 
12,72 
a[F(2,16) = 79,96; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 6,55; p < 0,05] 
c[F(2,16) = 10,01; p < 0,01] 
CEAl 
10,60 ± 
3,13 
20,27 ± 
2,33 
10,60 ± 
6,45 
21,35 ± 
8,31 
317,90 
± 68,78 
236,97 ± 
41,06 
a[F(2,16) = 35,57; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,45; p = 0,51] 
c[F(2,16) = 1,08; p = 0,36] 
Os dados mostram o número de células Fos+/cm
2
, exceto para t, onde se apresenta o número total de células Fos+ (média ± erro 
padrão). “n” corresponde ao número amostral. a -efeito Grupo; b – efeito Tempo; c – interação Grupo x Tempo (ANOVA de duas 
vias). Os resultados estatisticamente significativos estão em negrito. “cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” 
corresponde aos animais testados 1 dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino. “ACD”, córtex cingulado 
anterior dorsal; “ACV”, córtex cingulado anterior ventral; “BLA”, núcleo basolateral da amígdala; “CEAc”, divisão capsular do núcleo 
central da amígdala; “CEAl”, divisão lateral do núcleo central da amígdala, “CEAm”, divisão medial do núcleo central da amígdala; 
“DG”, giro denteado; “IL”, córtex infra-límbico; “LA”, núcleo lateral da amígdala; “M2”, córtex motor secundário; “PL”, córtex pré-
límbico. 
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Os dados mostram o número de células Fos+/cm
2
, exceto para 
t
, onde se apresenta o número total de células Fos+ (média ± erro 
padrão). “n” corresponde ao número amostral. a -efeito Grupo; b – efeito Tempo; c – interação Grupo x Tempo (ANOVA de duas 
vias). Os resultados estatisticamente significativos estão em negrito. “cont”, contexto; “sal”, salina; “dici”, diciclomina 32 mg/kg; “1” 
corresponde aos animais testados 1 dia após o treino; “28”, àqueles testados 28 dias após o treino. “AP”, área postrema; “LC”, locus 
coeruleus; “NTS”, núcleo do trato solitário; “PVH”, núcleo paraventricular do hipotálamo; “SFO”, órgão subfornical; “SO”, núc leo 
supra-óptico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabela 2.   Expressão de Fos 90 minutos após o teste de condicionamento de medo ao contexto (continuação). 
 
cont 1 
(n = 3) 
cont 28 
(n=3) 
sal 1 
(n =4) 
sal 28 
(n =4) 
dici 1 
(n = 4) 
dici 28 
(n =4) 
ANOVA (2 vias)  
SFO 
0,00 ± 
0,00 
18,08 ± 
7,71 
0,00 ± 
0,00 
5,15 ± 
2,36 
379,84 ± 
130,76 
266,80 ± 
48,56 
a[F(2,16) = 17,61; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,33; p = 0,57] 
c[F(2,16) = 0,67; p = 0,52] 
Hipotálamo        
SO 
9,96 ± 
2,16 
7,65 ± 
5,44 
30,49 ± 
14,34 
12,07 ± 
5,70 
831,07 ± 
107,87 
622,63 ± 
202,01 
a[F(2,16) = 32,56; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,80; p = 0,39] 
c[F(2,16) = 0,63; p = 0,55] 
PVH 
41,58 ± 
7,41 
45,11 ± 
11,74 
56,87 ± 
9,91 
97,42 ± 
8,78 
1129,09 ± 
242,16 
954,84 ± 
240,09 
a[F(2,16) = 0,12; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,12; p = 0,74] 
c[F(2,16) = 0,29; p = 0,75] 
LC 
12,98 ± 
5,43 
43,45 ± 
16,26 
13,83 ± 
6,26 
94,06 ± 
48,90 
244,60 ± 
56,27 
325,87 ± 
97,44 
a[F(2,16) = 13,18; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 1,93; p = 0,18] 
c[F(2,16) = 0,12; p = 0,89] 
NTS
t
 
4,33 ± 
1,45 
22,00 ± 
15,18 
7,25 ± 
1,25 
11,75 ± 
3,04 
102,25 ± 
19,58 
100,75 ± 
14,06 
a[F(2,16) = 39,23; p < 0,01] 
b[F(1,16) = 0,48; p = 0,50] 
c[F(2,16) = 0,30; p = 0,74] 
AP
t
 
0,33 ± 
0,33 
1,00 ± 
0,58 
0,75 ± 
0,25 
2,25 ± 
0,63 
15,25 ± 
8,63 
10,50 ± 
4,66 
a[F(2,16) = 4,83; p < 0,05] 
b[F(1,16) = 0,06; p = 0,82] 
c[F(2,16) = 0,30; p = 0,74] 
Figura 20. Fotomicrografias em campo claro mostrando expressão de Fos 
representativa dos grupos experimentais na amígdala. 
(A) Grupo condicionado e tratado com salina. (B) Grupo condicionado e tratado 
com diciclomina na dose de 32 mg/kg. Magnificação de 10X. Escala = 80 μm. 
Abreviaturas: BLA, núcleo basolateral da amígdala; CEAl, divisão lateral do núcleo 
central da amígdala; CEAm, divisão medial do núcleo central da amígdala; cst, 
componente comissural da estria terminal. 
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Figura 21. Fotomicrografias em campo claro mostrando expressão de Fos 
representativa dos grupos experimentais no órgão subfornical (A e B) e nos 
núcleos paraventricular do hipotálamo (C e D) e supra-óptico (E e F). 
(A, C e E) Grupo condicionado e tratado com salina. (B, D e F) Grupo condicionado 
e tratado com diciclomina na dose de 32 mg/kg. Magnificação de 10X. Escala = 80 
μm. Abreviaturas: fx, fórnix; ot, trato óptico; SFO, órgão subfornical; SO, núcleo 
supra-óptico; PVH, núcleo paraventricular do hipotálamo. 
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Figura 22. Fotomicrografias em 
campo claro mostrando expressão de 
Fos representativa dos grupos 
experimentais no núcleo do trato 
solitário e na área postrema (A e B) e 
no locus coeruleus (C e D). 
(A e C) Grupo condicionado e tratado 
com salina. (B e D) Grupo condicionado 
e tratado com diciclomina na dose de 32 
mg/kg. Magnificação de 10X. Escalas = 
80 μm. 
Abreviaturas: AP, área postrema; Gr, 
núcleo grácil; LC, locus coeruleus; NTS, 
núcleo do trato solitário; scp, pedúnculo 
cerebelar superior (braço conjuntivo); ts, 
trato solitário; XII, núcleo hipoglossal. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discussão
 71 
 
 
9. DISCUSSÃO 
 
Várias evidências sugerem uma modulação do sistema colinérgico 
muscarínico sobre os processos de memórias aversivamente motivadas 
(TINSLEY; QUINN; FANSELOW, 2004), apontando, inclusive, a influência de 
determinados receptores, como os muscarínicos M1, sobre algumas tarefas 
como o condicionamento de medo e a esquiva inibitória (FORNARI; 
MOREIRA; OLIVEIRA, 2000; SOARES; FORNARI; OLIVEIRA, 2006). De 
acordo com o paradigma comportamental empregado, tais processos 
requerem o envolvimento de estruturas cerebrais específicas. E mesmo em 
um determinado paradigma, após longo intervalo de tempo entre a aquisição 
e a evocação da memória, regiões cerebrais distintas estão envolvidas 
(FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). Diante do exposto, o presente trabalho 
investigou o efeito da diciclomina, um antagonista muscarínico seletivo M1, 
sobre o processo de evocação da memória recente e remota das tarefas de 
condicionamento de medo e esquiva inibitória. 
Os resultados obtidos na primeira parte evidenciaram que a 
administração sistêmica pré-teste de diciclomina na dose de 32 mg/kg 
provocou prejuízo na evocação da tarefa de condicionamento de medo ao 
contexto. Tal efeito, observado pela redução do tempo de congelamento dos 
animais durante a sessão de teste, ocorreu tanto quando se utilizou um 
intervalo entre treino e teste de 1 dia quanto com um intervalo de 28 dias. 
Além disso, essa mesma dose prejudicou a evocação do condicionamento 
de medo ao som quando o teste foi realizado 28 dias após o treino. Por outro
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 lado, o desempenho dos animais nessa tarefa 1 dia após o treino não foi 
afetado pelas doses utilizadas, bem como a evocação da tarefa de esquiva 
inibitória. Essa última, não foi prejudicada em nenhum dos intervalos de 
tempo considerados. 
Poucos estudos foram elaborados com o propósito de se investigar o 
papel dos receptores muscarínicos M1 sobre o processo de evocação da 
tarefa de condicionamento de medo. Soares e colaboradores (2006) 
sugerem influência desses receptores sobre a evocação do condicionamento 
de medo ao contexto, uma vez que a administração pré-teste de diciclomina 
na dose de 32 mg/kg prejudicou a execução da tarefa. Além disso, em outro 
estudo realizado por nosso grupo, a administração pré-teste dessa droga na 
dose de 16 mg/kg também produziu efeito amnésico. Em ambos os 
trabalhos, o teste foi realizado 1 dia após o treino, no qual os animais 
recebiam apenas um choque nas patas. No presente estudo, o qual utilizou 
um protocolo com 5 choques (com o intuito de se produzir uma memória 
persistente, a fim de se investigar o efeito da droga também sobre a 
evocação da memória remota), a administração pré-teste de diciclomina 
nessa dose não foi capaz de prejudicar o desempenho dos animais. Por 
outro lado, a administração de uma dose maior (32 mg/kg) provocou prejuízo 
na resposta de congelamento condicionada ao contexto. Portanto, esses 
resultados indicam que a ativação dos receptores muscarínicos do subtipo 
M1 é importante para a evocação da memória recente da tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto, mesmo ao se utilizar um protocolo 
de treinamento mais aversivo. 
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Sabe-se que durante o teste de condicionamento de medo ao 
contexto, realizado 1 dia após o treino, os níveis extracelulares de 
acetilcolina no hipocampo de ratos encontra-se aumentado em um grupo 
condicionado em relação a um grupo controle (não submetido ao choque 
durante a sessão de treino), revelando o papel da transmissão colinérgica 
hipocampal no processamento dos estímulos contextuais durante o processo 
de evocação nos animais condicionados (NAIL-BOUCHERIE et al., 2000). 
Uma possível hipótese para a ausência de prejuízo quando da administração 
de diciclomina na dose de 16 mg/kg sobre a evocação da memória recente 
do condicionamento ao contexto com o protocolo de 5 choques (enquanto o 
mesmo foi verificado com o emprego do protocolo de 1 choque) relaciona-se 
a uma provável liberação aumentada de acetilcolina, de forma que a dose do 
antagonista não foi capaz de produzir o mesmo efeito. Entretanto, com a 
utilização de uma dose maior (32 mg/kg), este pôde ser novamente 
observado. Esse possível aumento de liberação do neurotransmissor pode, 
da mesma forma, estar relacionado a uma maior persistência da memória. 
No presente trabalho, também foi observado prejuízo decorrente da 
administração de diciclomina na dose de 32 mg/kg sobre a evocação da 
memória remota (28 dias após o treino) na tarefa de condicionamento de 
medo ao contexto. Considerando-se que o hipocampo possua uma função 
transiente no armazenamento da memória e que, conforme ocorra o 
processo de consolidação sistêmica, essa passe a depender de outras 
estruturas, possivelmente o córtex cerebral (MAVIEL et al., 2004; 
FRANKLAND; BONTEMPI, 2005) e, sabendo-se que os receptores 
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muscarínicos do subtipo M1 estão distribuídos no córtex, hipocampo e 
amígdala de ratos (LEVEY et al., 1991; WEI et al., 1994), não é possível 
inferir, baseando-se apenas na abordagem farmacológica, quais estruturas 
são essenciais para o processo de evocação da memória recente e remota 
da tarefa. De qualquer forma, a ativação dos receptores muscarínicos do 
subtipo M1 mostrou-se decisiva para a evocação, em ambos os tempos 
considerados. Ainda, a aplicação de doses intermediárias (entre 16 e 32 
mg/kg) pode revelar diferenças em relação à susceptibilidade da evocação 
recente e remota aos efeitos da diciclomina. 
Como os animais foram testados sob efeito da droga, pode-se ter 
interferido tanto com o processo de evocação do condicionamento ao 
contexto quanto com a expressão da resposta dos animais (atividade 
locomotora ou capacidade de emitir resposta de congelamento, por 
exemplo). Todavia, Soares e colaboradores (2006) mostraram que a 
administração de diciclomina não provocou alteração na ambulação dos 
animais, avaliada pelo teste de campo aberto. Além disso, as mesmas doses 
das drogas não provocaram prejuízo de desempenho na evocação da 
memória recente do condicionamento de medo som, que também requer 
capacidade de emitir resposta de congelamento. 
Apesar de guardar algumas semelhanças com o condicionamento ao 
contexto (como, por exemplo, a utilização do choque como estímulo 
incondicionado e a mensuração do tempo de congelamento como parâmetro 
de avaliação da resposta condicionada), o condicionamento ao som não foi 
prejudicado pela administração pré-teste de diciclomina, quando o teste foi 
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realizado 1 dia após o treino. Ainda que ambos os condicionamentos sejam 
dependentes da amígdala (PHILLIPS; LEDOUX, 1992) e que os receptores 
M1 também sejam encontrados nessa região (LEVEY et al., 1991; WEI et al., 
1994), a administração da droga interferiu de modo distinto na evocação da 
memória recente nas tarefas. 
No entanto, não se pode descartar completamente a possibilidade 
dos receptores M1 exercerem alguma influência sobre a evocação da 
memória recente no condicionamento ao som, uma vez que dados obtidos 
em nosso laboratório indicaram que em doses elevadas (64 mg/kg), a 
diciclomina causou prejuízo nessa tarefa com o protocolo de um choque. 
Nesse caso, o condicionamento ao contexto pode ser mais susceptível a 
manipulações do sistema muscarínico M1 do que o condicionamento ao 
som. Pode ser, também, que em altas doses a diciclomina não mantenha 
sua especificidade pelos receptores M1 e prejudique o desempenho através 
de atuação em outros receptores. 
A administração pré-teste de diciclomina 32 mg/kg provocou prejuízo 
na evocação da memória remota do condicionamento de medo ao som. 
Interessantemente, esse paradigma comportamental foi prejudicado pela 
droga apenas quando o teste foi realizado 28 dias após o treino, o que 
sugere uma modificação do papel modulatório exercido pelos receptores M1 
sobre a evocação da tarefa após certo intervalo de tempo, de forma a 
adquirir maior relevância durante a evocação da memória remota. Assim, da 
mesma forma como se supõe para o condicionamento ao contexto, o 
substrato neurobiológico envolvido com a evocação recente mostra-se 
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diverso daquele envolvido com a evocação remota no condicionamento ao 
som, sendo essa última mais sensível a alterações no sistema muscarínico 
mediadas pelos receptores M1. Consoante com esses resultados, foi 
mostrado que lesões no córtex auditivo secundário de ratos provocam 
prejuízo na evocação remota do condicionamento ao som, enquanto a 
evocação recente permanece inalterada (SACCO; SACCHETTI, 2010). Em 
outro trabalho, Kwon e colaboradores (2012) revelaram, através de 
marcação para Zif268 em camundongos, modificação no padrão de 
atividade cerebral após a evocação do condicionamento de medo ao som, 
com aumento da densidade de neurônios Zif268-positivos em regiões do 
tálamo e córtex auditivos após a evocação remota, e não recente, da tarefa. 
Nesse mesmo estudo, a densidade de neurônios Zif268-positivos no núcleo 
lateral da amígdala aumentou em ambos os intervalos de tempo. É possível 
supor que essa mudança no padrão de atividade cerebral também se reflita 
em uma alteração na modulação realizada pelos receptores M1, de modo 
que sua ativação seja mais relevante decorrido algum tempo após a sessão 
de treino. Apesar de não possibilitar a identificação das estruturas cerebrais 
envolvidas, a abordagem farmacológica utilizada neste trabalho mostrou que 
a ativação dos receptores M1 é importante apenas para a evocação remota 
do condicionamento ao som, sugerindo uma modificação do papel do 
sistema colinérgico muscarínico em relação à memória recente, não 
influenciada pela administração do antagonista M1. 
Por outro lado, a administração pré-teste de diciclomina nas doses de 
16 e 32 mg/kg não interferiu com o desempenho dos animais na evocação 
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da esquiva inibitória em nenhum dos intervalos de tempo estudados. Esses 
resultados são consistentes com outros trabalhos, que apontam não ocorrer 
prejuízo na evocação da memória recente nessa tarefa após a administração 
de antagonista muscarínico não seletivo (ELROD; BUCCAFUSCO, 1988; 
ROLDAN et al., 2001) ou seletivo para receptores do subtipo M1 (SOARES; 
FORNARI; OLIVEIRA, 2006) em ratos. Apesar da importância conferida ao 
hipocampo na execução desse paradigma (LORENZINI et al., 1996; 
AMBROGI LORENZINI et al., 1997), a presença da resposta instrumental 
mobiliza mecanismos neurais em parte distintos daqueles relacionados com 
o condicionamento de medo (TINSLEY; QUINN; FANSELOW, 2004). Assim, 
é possível que a ausência de prejuízo observada na esquiva inibitória seja 
decorrente do envolvimento de outras estruturas cerebrais associadas ao 
componente instrumental da tarefa. Essa distinção de efeito da diciclomina 
sobre o condicionamento ao contexto e a esquiva inibitória pode ser utilizada 
para revelar informações importantes acerca da circuitaria neural implicada 
na execução dos dois paradigmas. De qualquer forma, a ativação dos 
receptores muscarínicos do subtipo M1 não se mostrou essencial para a 
evocação da memória recente, bem como a da remota, na tarefa de esquiva 
inibitória. Todavia, outros sistemas de neurotransmissão estão envolvidos, a 
exemplo dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA presentes na 
amígdala, relacionados à evocação da memória recente; e dos receptores 
AMPA do córtex pré-frontal medial, à memória remota (LIANG; HU; CHANG, 
1996). 
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Em conjunto, os dados obtidos na primeira parte deste trabalho 
apontam uma dissociação provocada pela administração de diciclomina 
sobre a evocação dos três paradigmas aversivamente motivados, de forma a 
causar prejuízo na evocação das memórias recente e remota do 
condicionamento ao contexto e apenas na evocação da memória remota do 
condicionamento ao som, sem interferir com a esquiva inibitória em nenhum 
dos intervalos estudados. Portanto, a modulação exercida pelos receptores 
muscarínicos M1 sobre esse processo de memória mostra-se diversa para 
essas tarefas, sugerindo que sejam mediadas por diferentes mecanismos 
neuroquímicos. 
A administração pré-teste de diciclomina 32 mg/kg produziu efeito 
amnésico tanto sobre a evocação da memória recente quanto da memória 
remota no condicionamento de medo ao contexto. Esse é um dos paradigmas 
mais utilizados na investigação da consolidação sistêmica, processo em que 
ocorre uma gradual reorganização da circuitaria cerebral relacionada com a 
estabilização da memória (DUDAI, 2004). De acordo com o modelo padrão, 
no decurso do processo de consolidação sistêmica, memórias inicialmente 
hipocampo-dependentes tornam-se independentes dessa região através de 
interação com áreas neocorticais, então responsáveis pelo armazenamento e 
evocação de memórias remotas (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; SQUIRE; 
BAYLEY, 2007). A formação da memória também induz alterações ao nível 
molecular nas células neuronais. Em razão de alguns estímulos neurais, a 
proteína Fos é dinamicamente regulada. Apesar de haver limitações, a análise 
de sua expressão é uma ferramenta amplamente empregada no mapeamento 
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funcional da atividade cerebral (KOVACS, 2008). Como na primeira parte 
deste trabalho a evocação do condicionamento ao contexto foi prejudicada 
pelo tratamento farmacológico em ambos os tempos estudados, não é 
possível determinar se há diferenças em relação à modulação exercida pelos 
receptores muscarínicos M1 sobre as estruturas cerebrais nesses diferentes 
momentos. Em face disso, a segunda parte deste estudo investigou, através 
da análise da expressão de Fos, as estruturas cerebrais moduladas por esses 
receptores que estariam relacionadas com a evocação das memórias recente 
e remota da tarefa. 
Os resultados obtidos na segunda parte deste trabalho evidenciaram 
que a administração sistêmica pré-teste de diciclomina na dose de 32 mg/kg 
novamente prejudicou o desempenho dos animais no condicionamento de 
medo ao contexto, tanto 1 dia quanto 28 dias após a sessão de treino, 
reproduzindo os resultados obtidos na primeira parte. A análise da 
expressão de Fos revelou um aumento do número de células Fos-positivas 
nos córtices pré-límbico e infra-límbico e na divisão lateral do núcleo central 
da amígdala dos animais testados 28 dias após o treino. Não foram 
encontradas diferenças significativas no córtex cingulado anterior e no 
hipocampo. Neste último, a expressão foi surpreendentemente baixa em 
todos os grupos. Verificou-se, também, maior expressão de Fos no núcleo 
basolateral da amígdala dos grupos condicionados que receberam salina em 
relação àqueles tratados com diciclomina 32 mg/kg. Além disso, os animais 
que receberam a droga apresentaram uma maior expressão nos núcleos 
central da amígdala, supra-óptico e paraventricular do hipotálamo, órgão 
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subfornical, locus coeruleus, núcleo do trato solitário e área postrema, 
independentemente do intervalo entre as sessões de treino e teste. 
No presente estudo, não foram encontradas diferenças no hipocampo 
relacionadas à evocação da memória aversiva ou à administração da droga. 
Na verdade, a expressão de Fos observada nessa estrutura foi bastante 
reduzida em todos os grupos. Esse resultado é inesperado, uma vez que se 
atribui atividade neuronal hipocampal à evocação de memórias contextuais 
recentes. Diversos estudos descrevem prejuízo de desempenho em ratos 
decorrente tanto de lesões (KIM; FANSELOW, 1992; MAREN; AHARONOV; 
FANSELOW, 1997; SPARKS et al., 2011) quanto de inativação (ALVARES 
LDE et al., 2012) do hipocampo realizadas pouco tempo após o treino do 
condicionamento ao contexto. Da mesma forma, vários trabalhos 
empregando análise de expressão de Fos após a evocação da memória 
recente do condicionamento ao contexto apontam uma relação entre a 
ativação neuronal no hipocampo e esse processo (STREKALOVA et al., 
2003; FRANKLAND et al., 2004; WISLOWSKA-STANEK et al., 2005; 
SKORZEWSKA et al., 2006). Entretanto, este não é o único estudo que 
falhou em reproduzir tais resultados. Tulogdi e colaboradores (2012) relatam 
ausência desse aumento de células Fos-positivas no hipocampo após a 
evocação da memória recente do condicionamento de medo ao contexto, 
bem como mencionam uma baixa contagem de Fos nessa região. Além 
disso, Milanovic e colaboradores (1998) mostraram que a indução de Fos no 
hipocampo de camundongos não se correlaciona com a resposta de 
congelamento ao teste de condicionamento ao contexto, visto que após 
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habituação (e consequente redução da generalização) houve baixa 
produção de Fos nessa estrutura, embora os animais exibissem resposta de 
medo. É possível que a utilização de diferentes protocolos experimentais 
(pré-exposição ao contexto de treinamento, número e intensidade de 
choques, manipulação dos animais etc.) seja responsável por tais 
diferenças. Também cabe ressaltar que a ausência de expressão de Fos 
não significa necessariamente ausência de atividade neuronal, mas sim que, 
diante do protocolo experimental utilizado, a produção de Fos não se alterou 
como parte da resposta celular aos estímulos aplicados. Não se descarta, 
portanto, uma modificação na expressão de outros IEGs perante esse 
mesmo protocolo experimental. De qualquer modo, no presente estudo, não 
se observou diferença significativa na expressão de Fos no hipocampo 
decorrente da evocação recente ou remota do condicionamento ao contexto 
ou da administração de diciclomina. 
Com relação ao córtex pré-frontal, observou-se uma maior expressão 
de Fos nos córtices pré-límbico e infra-límbico dos animais testados 28 dias 
após o treino. Não foram encontradas diferenças decorrentes 
especificamente do condicionamento ou do tratamento farmacológico. 
Frankland e colaboradores (2004), utilizando um desenho experimental 
bastante semelhante ao deste trabalho, mostraram aumento da expressão 
de Fos e Zif268 nos córtices pré-límbico, infra-límbico e cingulado anterior 
em resposta à evocação remota do condicionamento de medo ao contexto. 
Tulogdi e colaboradores (2012) também verificaram maior produção de Fos 
nos córtices pré-límbico e infra-límbico em virtude da evocação da memória 
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contextual remota. Utilizando outra abordagem, Restivo e colaboradores 
(2009) apresentaram evidências de modificações neuronais estruturais após 
a evocação do condicionamento ao contexto. Houve aumento da densidade 
de espinhos dendríticos em neurônios hipocampais associado à memória 
recente, enquanto um padrão temporal oposto ocorreu em neurônios do 
córtex cingulado anterior. Vetere e colaboradores (2011), ao bloquearem o 
crescimento de espinhos dendríticos no córtex cingulado anterior, 
provocaram prejuízo na consolidação sistêmica da memória contextual. 
Além disso, lesões (BEEMAN et al., 2013) ou inativação (FRANKLAND et 
al., 2004) de áreas do córtex pré-frontal produzem prejuízo de desempenho 
na evocação remota no condicionamento ao contexto. Todos esses 
resultados indicam que essa estrutura esteja associada à evocação da 
memória remota do condicionamento de medo ao contexto. No presente 
estudo, apesar de haver efeito relacionado ao intervalo de tempo entre o 
treino e teste, não foram encontradas diferenças entre os grupos contexto e 
condicionado. Assim, não se pode atribuir o aumento da expressão de Fos 
nos córtices pré-límbico e infra-límbico à evocação da memória aversiva. De 
qualquer modo, essa maior marcação vista nos animais testados 28 dias 
após o condicionamento ocorreu especificamente nessas regiões. Caso se 
tratasse de um produto associado à técnica ou de um fenômeno inespecífico 
e não relacionado à tarefa, esperar-se-ia que esse padrão de marcação 
fosse significativo também em outras áreas. 
Observaram-se também alterações na expressão de Fos na 
amígdala. Houve maior densidade de neurônios Fos-positivos no núcleo 
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lateral dos grupos testados 28 dias após o condicionamento. Além disso, os 
animais dos grupos condicionados e tratados com salina exibiram maior 
produção de Fos no núcleo basolateral do que aqueles tratados com 
diciclomina. Diversos estudos relatam indução de Fos na amígdala em 
resposta à evocação do condicionamento ao contexto. Holahan e White 
(2004) descreveram aumento de expressão dessa proteína nos núcleos 
central, lateral e basolateral da amígdala de ratos reexpostos ao contexto de 
treinamento. Tal aumento não foi observado em ratos reexpostos a um 
contexto não associado ao estímulo aversivo. Scicli e colaboradores (2004) 
também verificaram elevação no número de neurônios Fos-positivos nesses 
núcleos amigdalares após a evocação do condicionamento ao contexto. 
Entretanto, essa elevação foi constatada apenas quando se utilizou uma 
sessão de teste longa (30 minutos). A reexposição ao contexto durante um 
período mais curto (8 minutos) não induziu uma produção de Fos detectável. 
Assim, diferenças referentes à duração da sessão de teste também podem 
ser responsáveis por algumas das inconsistências presentes na literatura 
com relação à expressão de Fos decorrente da evocação do 
condicionamento ao contexto. Tulogdi e colaboradores (2012) apontam 
maior contagem de Fos nos núcleos medial e basolateral da amígdala após 
a evocação da memória remota do condicionamento ao contexto. No 
entanto, observam redução de expressão no núcleo central como única 
alteração após a evocação recente. No presente trabalho, os grupos 
testados 28 dias após o condicionamento exibiram maior expressão de Fos 
no núcleo lateral da amígdala. Todavia, não se trata de um efeito 
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especificamente relacionado ao condicionamento ou ao tratamento 
farmacológico. Também, os animais condicionados e tratados com salina 
exibiram maior expressão de Fos no núcleo basolateral do que aqueles 
tratados com diciclomina. A inativação funcional da amígdala basolateral 
através da microinjeção de muscimol, um agonista para receptores do tipo 
GABAA, produz prejuízo na evocação do condicionamento de medo ao 
contexto (HELMSTETTER; BELLGOWAN, 1994; REA; ROCHE; FINN, 
2011). Stevenson (2011) mostrou que inativações reversíveis unilaterais da 
amígdala basolateral anterior ou bilaterais da amígdala basolateral posterior 
prejudicam o desempenho de ratos durante o teste de condicionamento ao 
contexto. Reijmers e colaboradores (2007), utilizando camundongos 
transgênicos que possibilitam uma marcação genética duradoura de 
neurônios ativos para o gene c-fos, revelaram que neurônios na amígdala 
basolateral ativados durante a aquisição do condicionamento de medo são 
reativados durante o processo de evocação. Mostraram, também, que o 
número de neurônios reativados na amígdala basolateral possui correlação 
positiva com a expressão da resposta de medo no condicionamento ao 
contexto. Além disso, lesões excitotóxicas do complexo amigdalóide 
basolateral de ratos realizadas 7 dias antes ou 1, 14 ou 28 dias depois do 
treino produziram prejuízo nas tarefas de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som (MAREN; AHARONOV; FANSELOW, 1996). Porém, 
nesse caso, as lesões não foram restritas ao núcleo basolateral, atingindo 
também os núcleos basomedial e lateral. Poulos e colaboradores (2009) 
mostraram que memórias contextuais aversivas adquiridas na ausência 
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funcional do complexo basolateral (formado pelos núcleos basolateral e 
lateral), com o uso de um protocolo de treinamento intenso (76 choques), 
podem ser evocadas 1 dia após o treino mas são rapidamente esquecidas, 
não sendo expressas por animais testados 7 e 30 dias após o 
condicionamento. Todos esses trabalhos sugerem que a amígdala 
basolateral possui importante papel, tanto na evocação da memória recente 
quanto da memória remota, no condicionamento de medo ao contexto. No 
presente estudo, apesar de não ter sido detectada diferença de expressão 
de Fos no núcleo basolateral da amígdala entre os animais condicionados e 
tratados com salina e os apenas expostos ao contexto de treinamento, é 
possível que o prejuízo observado na evocação do condicionamento ao 
contexto provocado pela administração de diciclomina 32 mg/kg seja 
decorrente da atuação da droga sobre essa estrutura, apontada pela menor 
expressão de Fos no grupo submetido ao tratamento farmacológico. Por 
outro lado, é importante notar que esse efeito pode se dar através da ação 
em mais de uma região cerebral, uma vez que a droga foi administrada via 
injeção sistêmica. Stevenson (2011) sugere uma possível interação funcional 
entre a amígdala basolateral posterior e o córtex pré-límbico, uma vez que a 
inativação conjunta dessas estruturas prejudicou a expressão do 
condicionamento ao contexto, ao passo que a inativação unilateral individual 
não produziu prejuízo. Assim, a microinjeção de diciclomina em 
determinadas regiões (como no núcleo basolateral da amígdala) pode 
elucidar a contribuição específica dos receptores M1 presentes nessas áreas 
para a produção de tal efeito. 
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Foram observadas também variações na expressão de Fos nas 
diversas divisões do núcleo central da amígdala. Surpreendentemente, os 
animais que receberam diciclomina apresentaram aumento de expressão em 
todas as divisões desse núcleo em relação aos demais grupos. Não foram 
observadas diferenças entre os animais condicionados e tratados com salina 
e aqueles apenas expostos ao contexto. Esse resultado é contrastante com 
outros estudos (MILANOVIC et al., 1998; HOLAHAN; WHITE, 2004; SCICLI 
et al., 2004), que relatam indução de Fos no núcleo central da amígdala 
após a evocação do condicionamento ao contexto. Por outro lado, algumas 
manipulações que provocam prejuízo no condicionamento ao contexto estão 
associadas com um significativo aumento do número de células Fos-
positivas nesse núcleo amigdalar. Beck e Fibiger (1995) revelaram que a 
administração sistêmica de diazepam reduziu o comportamento de 
congelamento causado pela reexposição ao contexto aversivo e aumentou a 
expressão de Fos no núcleo central da amígdala, ambos de maneira dose-
dependente.  Por sua vez, Rea e colaboradores (2011) mostraram que a 
administração intra-BLA de muscimol prejudicou a resposta de medo ao 
contexto em ratos e aumentou a expressão de Fos no núcleo central. 
Todavia, Pitts e colaboradores (2009) verificaram que a microinjeção pré-
teste de muscimol no núcleo central da amígdala não interferiu com a 
evocação do condicionamento ao contexto. Acredita-se que o aumento da 
expressão de Fos nos animais tratados com diciclomina 32 mg/kg não seja 
ocasionado por influência direta sobre as células do núcleo central da 
amígdala, mas através de suas aferências. O núcleo central recebe diversas 
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informações sensoriais convergentes de vias corticais descendentes e de 
vias talâmicas e tronco encefálicas ascendentes (SWANSON; PETROVICH, 
1998). Dentre outras estruturas, o núcleo central da amígdala recebe 
aferências provenientes do núcleo do trato solitário (RICARDO; KOH, 1978), 
o qual conduz informações autonômicas através do nervo vago. Da mesma 
forma que o núcleo central, o núcleo do trato solitário também apresentou 
alteração na expressão de Fos em virtude da administração da droga. 
Apesar de não se ignorar o papel desempenhado pelo núcleo central da 
amígdala em face de eventos aversivos, como o condicionamento ao 
contexto (GOOSENS; MAREN, 2001; CHOI; BROWN, 2003; JIMENEZ; 
MAREN, 2009), é importante considerar também a responsividade dessa 
estrutura a estímulos que perturbam a homeostase sistêmica, através de 
conexões recíprocas com o tronco encefálico. Estímulos que produzem 
alterações cardiovasculares, por exemplo, estão associados à elevação de 
Fos no núcleo central (DUN et al., 1995; SAHA, 2005). Aslan e 
colaboradores (1997) sugerem que os receptores muscarínicos M1 
localizados no núcleo central da amígdala estejam relacionados à regulação 
cardiovascular mediada por vias colinérgicas centrais, uma vez que a 
microinjeção de pirenzepina (antagonista seletivo para receptores M1) no 
núcleo central inibiu o aumento da pressão arterial e a bradicardia 
provocadas pela injeção de carbacol (agonista colinérgico) no ventrículo 
cerebral lateral. Por outro lado, a microinjeção da mesma dose de 
pirenzepina no núcleo basolateral da amígdala não bloqueou os efeitos 
induzidos pelo carbacol. Desse modo, a intensa expressão de Fos 
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observada nas divisões do núcleo central da amígdala, em contraste ao 
prejuízo no desempenho do condicionamento ao contexto, pode estar 
relacionada mais à transmissão de informações interoceptivas produzidas 
pela administração de diciclomina do que ao processo mnemônico. 
Assim como no núcleo central da amígdala, observou-se alta 
expressão de Fos em outras estruturas cerebrais nos animais tratados com 
diciclomina. Da mesma forma, atribui-se tais achados a modificações de 
caráter autonômico decorrentes da administração da droga. Foram 
encontrados aumentos de expressão de Fos no órgão subfornical, núcleos 
supra-óptico e paraventricular do hipotálamo, locus coeruleus, núcleo do 
trato solitário e área postrema dos animais tratados com diciclomina 32 
mg/kg. Essas estruturas cerebrais, de forma geral, estão associadas a 
manipulações que provocam alterações autonômicas. Por exemplo, a 
redução da pressão arterial, através da administração de compostos 
hipotensores ou da ativação de barorreceptor, induz a produção de Fos em 
diversas estruturas cerebrais, dentre elas o núcleo do trato solitário, área 
postrema, medula ventrolateral, núcleo parabraquial, locus coeruleus, ilhotas 
de Calleja, núcleo intersticial da estria terminal, órgão subfornical, núcleo 
central da amígdala, núcleo paraventricular e supra-óptico do hipotálamo e 
grupo celular A5 pontino (MCKITRICK; KRUKOFF; CALARESU, 1992; DUN 
et al., 1995). Li e colaboradores (1997) sugerem que os receptores 
muscarínicos estão implicados na regulação cardiovascular mediada por 
vias colinérgicas. Como a administração de diciclomina promoveu indução 
de Fos em algumas dessas regiões, o mais provável é que tal ativação seja 
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decorrente da transmissão de sinais autonômicos.  A injeção de diciclomina 
na ausência da evocação da memória contextual aversiva pode esclarecer 
se essa indução foi motivada apenas pela administração da droga ou pela 
associação entre o tratamento farmacológico e a evocação do 
condicionamento ao contexto. 
Em conjunto, os dados obtidos na segunda parte deste trabalho 
apontam diversas alterações na expressão de Fos decorrentes da 
administração pré-teste de diciclomina sobre a evocação das memórias 
recente e remota do condicionamento ao contexto. Dentre todas as regiões 
analisadas, a diferença de expressão encontrada na amígdala dos animais 
tratados com diciclomina pode explicar o efeito amnésico observado. 
Entretanto, a maioria das variações constatadas parece relacionar-se a 
alterações de caráter autonômico provocadas pela administração da droga, 
e não por sua interação com o processo mnemônico. 
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10. CONCLUSÕES 
 
 – A administração sistêmica pré-teste de diciclomina na dose de 32 mg/kg 
provocou prejuízo na evocação das memórias recente e remota do 
condicionamento de medo ao contexto. A administração dessa mesma dose 
prejudicou a memória remota do condicionamento de medo ao som; 
 
– Por outro lado, a memória recente do condicionamento de medo ao som, 
assim como a tarefa de esquiva inibitória, não foram prejudicados pelo 
tratamento farmacológico, indicando diferenças com relação à modulação 
exercida pelos receptores M1 na evocação dos paradigmas 
comportamentais estudados; 
 
– A análise da expressão de Fos revelou maior densidade de células Fos-
positivas no núcleo basolateral da amígdala dos animais condicionados ao 
contexto e tratados com salina do que aqueles tratados com diciclomina. 
Essa diferença pode estar associada ao efeito amnésico observado; 
  
– Além disso, a administração de diciclomina 32 mg/kg provocou aumento 
da expressão de Fos nos núcleos central da amígdala, supra-óptico e 
paraventricular do hipotálamo, órgão subfornical, locus coeruleus, núcleo do 
trato solitário e área postrema. No entanto, essas alterações parecem estar 
associadas a modificações de caráter autonômico. 
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